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Summary

Summary

The constitutively active serine/threonine kinase PIM1 is a prosurvival kinase, which
contributes to the viability of cancer cells by regulating essential cellular processes such
as cell cycle, cell growth, differentiation and apoptosis. This proto-oncogene is
overexpressed in many types of cancer, including lymphoma, leukemia and solid tumors
of the liver and colon. In addition, PIM1 can induce the formation of metastases by
influencing the migration of cancer cells. Thus, high PIM1 levels are often associated
with poor tumor prognosis. Since PIM1 acts as a master regulator of many signaling
pathways and its knockout in mice only leads to a slightly altered phenotype, it is a
promising target molecule for cancer therapy.

Preliminary studies have shown that PIM1 can be downregulated by statins in cancer
cells. Statins function as competitive inhibitors of HMG-CoA reductase, the key enzyme
of the mevalonate pathway. The drug is available on the market for lowering cholesterol
levels in the blood as it inhibits cholesterol synthesis. In addition, statins act by reducing
the production of isoprenoids, which results in an attenuation of membrane anchoring of
GTPases like Ras, Rac and Rho. This influences important signaling pathways and
engenders in the promotion of apoptosis as well as the inhibition of proliferation,
angiogenesis, tumor invasion and metastasis formation in various tumor types.
Furthermore, clinical studies have shown that the risk of undesirable, harmful side effects
from statins appears to be relatively low compared to the benefits that can be obtained
from statin therapy. For this reason, statins may have also the potential to become
promising drugs for the treatment of tumors. The molecular regulatory mechanisms
induced by statin treatment in cancer cells are not well understood. Consequently,our
oberservations that statins can mediate a PIM1 knockdown, provide the basis for the first
project in this thesis, in which the regulatory mode of action of simvastatin on PIM1 was
investigated. Therefore, different analyses were performed on transcriptional, post-
transcriptional, translational and posttranslational levels in the cancer cell lines HepG2,
LS174T and Skov3.

Statin-induced PIM1 knockdown appears to be the result of altered regulatory
mechanisms, as evidenced by the relatively late onset of action of simvastatin after 36
hours at the mRNA level and 48 hours at the protein level. The RT-qPCR experiments
showed a similar decrease in Pim-1 mRNA levels in liver (HepG2) and colon (LS174T)

carcinoma cell line, respectively. Whereas the Western blot results indicated that the
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protein levels of PIM1 in HepG2 cells are significantly lower than in LS174T cells after
simvastatin treatment. They further revealed that simvastatin-mediated inhibition of PIM1
is not regulated by proteasomal or lysosomal protein degradation in both cell lines.
Furthermore, statin-induced down-regulation of Pim-1 can also be excluded at the
transcriptional level, as demonstrated by the dual luciferase assay performed after
transfection of Pim-1 promoter constructs in HepG2 cells and the Western blot after
ectopic expression of PIM1 in Skov3 cells. Instead, the RT-qPCR experiment on the
inhibition of transcriptional initiation in the liver carcinoma cell line suggests regulation
via the posttranscriptional level by Pim-1 mRNA turnover. In addition, in HepG2 and
LS174T cells a statin-mediated knockdown of PIM1 seems to be regulated at the
translational level, illustrated by the approaches on the inhibition of translation
elongation. Further analyses indicated that the statin effect at this level is specific for
PIM1 in HepG2 cells, whereas a non-specific mode of action of simvastatin can be

suggested in the colon cancer cell line.

In the second project, the role of PIM1 during differentiation of blood monocytes into
macrophages was analyzed. Therefore, monocytes were isolated from donor blood and
differentiated into M1 macrophages, which trigger an anti-tumor response of the immune
system. To analyze the function of PIM1 as a putative regulator of differentiation, the
Pim-1 mRNA and protein levels were investigated at the various developmental stages.
The RT-qgPCR experiments showed that the Pim-1 mRNA levels oscillate over the entire
analyzed period of time of monocytes to the complete maturity of macrophages. An
increase in MRNA levels could be observed at the beginning of differentiation process,
which decreases towards the end of it. The investigations of the Western blots revealed
that, along with the Pim-1 mRNA levels, the protein levels were also enhanced during
the differentiation period of the macrophages. This confirms the assumption that PIM1

may play a role in regulating the differentiation of monocytes.









Einleitung

1. Einleitung

1.1 Krebs

Krebs bezeichnet eine chronische Erkrankung, die durch unkontrollierte Vermehrung
und wucherndes Wachstum einer einzigen Zelle zu einer bdsartigen (maligne) oder
gutartigen (benigne) Neubildung (Neoplasie), auch Tumor genannt, flhrt. Bei der
malignen Form des Tumors (Krebs) dringen die entarteten Zellen in umliegende gesunde
Gewebe und Organe ein und zerstdren diese durch weiteres invasives Wachstum, auch
bekannt als Metastasenbildung [1, 2]. Eine Verbreitung in entferntere Bereiche des
Korpers findet dabei Uber Blut- und Lymphbahnen statt. Zudem kann der Krebs, auch
nach einer Entfernung des Tumors oder Heilung, immer wieder neu entstehen (Rezidiv).
Krebszellen sind im Gegensatz zu normalen Zellen weniger spezialisiert und
differenziert, weisen mehr genetische Veranderungen auf, sogenannte Mutationen, und
kénnen dem Immunsystem ausweichen [3]. Neben duf3eren Einflissen, wie Ernahrung,
Strahlung, Rauchen, Alkohol, bakterielle und virale Infektionen [4, 5] kann eine
genetische Veranlagung ebenfalls bei der Entstehung von Tumoren eine wichtige Rolle
spielen [6], [7]. Es gibt mehr als 100 Arten und Unterarten von Krebs, welche darin
unterschieden werden vom welchem Zelltyp sie abstammen. So haben zum Beispiel

Karzinome ihren Ursprung in Epithelzellen [3, §].

1.1.2 Karzinogenese

Die Karzinogenese oder Tumorgenese beschreibt den mehrstufigen Prozess (Initiation,
Promotion, Transformation und Tumorprogression) der Entstehung einer malignen
Neoplasie. Hierbei kommt es fortlaufend zu vielfachen Veranderungen auf
zytogenetischer, genetischer und epigenetischer Ebene durch die Aktivierung von Proto-
Onkogenen oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und Stabilitatsgenen [7, 9],
[10]. Dadurch wird das genetisch geregelte Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Zelltod (Apoptose) gestort, wodurch es zur unkontrollierten Teilung von Zellen und somit
zur Bildung von malignen Tumoren kommt [8]. Der Grund fiir die Entstehung von Krebs
kann, wie bereits erwahnt, sehr verschieden sein. Selten reicht bereits eine einzelne
Mutation zur Bildung eines Tumors aus [8]. Im weiteren Verlauf kdnnen drei bis zwolf
oder mehr physiologisch relevante Mutationsereignisse auftreten [11, 12]. Genetische

Veranderungen, die nicht in Keimzellen vorkommen, nennt man somatische Mutationen
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[3], deren Anhaufung innerhalb einer Zelle als somatische Evolution bezeichnet wird [12].
Auch zwischen den einzelnen Krebszellen kann eine starke Heterogenitat von
Mutationen vorliegen, was schliellich zu einer genomischen Vielfalt fuhrt [12]. Auf
zellularer Ebene stellen solche Mutationen der Proto-Onkogene  und
Tumorsuppressorgene flr den Tumor einen Vorteil beziglich der Selbstversorgung mit
Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegenliiber Wachstumsinhibitoren, Aktivierung
der Invasion und Metastasierung, unendliches  Replikationsvermdgen,
Aufrechterhaltung der Angiogenese, Umgehen der Apoptose, Umprogrammieren des

Metabolismus und Ausweichen des Immunsystems dar [1].

1.1.3 Proto-Onkogene, Tumorsuppressorgene und Stabilititsgene

Bei der Entstehung von Krebs sind drei verschiedene Typen von Genen verantwortlich.
Als erstes sind die Proto-Onkogene zu nennen, die flr Proteine kodieren, die das
Zellwachstum, die Zellteilung, die Zelldifferenzierung oder die Apoptose kontrollieren. So
rufen zum Beispiel chromosomale Translokationen oder kleine Mutationen
(Punktmutationen) regulatorisch wichtiger Aminosaurereste eine Aktivierung von Proto-
Onkogenen hervor. Das fiihrt zur Uberexpression beziehungsweise zu einer andauernd
oder konstitutiv aktiven Form des Gens, welches dann als Onkogen bezeichnet wird [7].
Aber auch das Fehlen von miRNAs (microRNAs), die die mRNA vieler Proto-Onkogene
binden (tumorsuppressive miRNAs), kann zu deren Uberexpression fiihren [13]. Die
Proto-Onkogene kdnnen entsprechend ihrer Funktion in sechs Gruppen eingeteilt
werden: (1) Umstrukturierungsproteine von Chromatin, (Il) Transkriptionsfaktoren, (Ill)
Wachstumsfaktoren, (IV) Rezeptoren von Wachstumsfaktoren, (V) Signalvermittler und
(V1) Apoptoseregulatoren [14]. Stabilititsgene und Tumorsuppressorgene hingegen
kodieren fir Proteine, die jeweils die Entstehung oder Entwicklung von Tumoren
verhindern sollen. So kodieren Stabilitdtsgene fiir verschiedene DNA-Reparaturproteine,
die eine genetische Instabilitdt auf ein Minimum reduzieren. In Folge von Mutationen
dieser Gene kommt es zu einer Zunahme der Muationsrate anderer Gene.
Tumorsuppressorgene oder auch Anti-Onkogene genannt, sind Gene die fir die
Blockierung des Wachstums und der Vermehrung von Zellen verantwortlich sind. Kommt
es zur Mutation eines solchen Gens, ist deren Aktivitdt eingeschrankt oder ganzlich
blockiert. Dies kann unter anderem durch epigentische Stillegung des Gens sowie
Insertionen oder Deletionen von Genabschnitten in variabler Grofe hervorgerufen
werden, was wiederum den Verlust von regulatorisch essentiellen Aminosauren oder gar
der Bildung verkirzter Proteine zur Folge haben kann [7]. Alternativ kann auch eine

Uberexpression von miRNAs, die Tumorsuppressorgene reprimieren (onkogene
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miRNAs), zur Blockierung dieser flihren. Die Ursache einer Dysregulation von miRNAs
kann ebenfalls durch Deletionen oder Mutationen, welche die Prozessierung von

miRNAs oder die Amplifizierung von miRNA Loci beeinflussen, entstehen [13].

1.1.4 Behandlung von Krebs

Trotz grolRer Fortschritte stellt Krebs in den industrialisierten Landern heute noch die
zweithaufigste Todesursache dar [5]. Auf Grund der hohen Vielfalt an Krebsarten und
Unterarten sowie einer starken Heterogenitat innerhalb des Tumorgewebes sind die
Behandlungsmethoden sehr vielseitig. Daher besteht auch weiterhin ein groRes
Interesse an der Krebsforschung und neuen Mobglichkeiten diesen erfolgreich zu
behandeln, da einige maligne Tumore nicht ausreichend auf konventionelle Methoden
wie Bestrahlung, Chemotherapie oder einen chirurgischen Eingriff [15] ansprechen oder
Resistenzen ausbilden wie im Fall der Chemotherapie [16]. Zudem sind diese
Therapieansatze mit vielen Nebenwirkungen und hoher Toxizitat verbunden. Deshalb
bietet die personalisierte Krebstherapie einen effektiven und zielgerichteten Ansatz zur
Bekampfung maligner Tumore [15]. Hierfir kommen zum Beispiel monoklonale
Antikorper, Thyrosin-Kinaseinhibitoren [17], Peptidmimetika, siRNA (small interfering
RNA) und Antisense-Oligonukleotide zum Einsatz [15, 18]. Ein anderer Ansatz stellt die
Krebs-spezifische Immuntherapie dar, wobei Therapeutika wie Tumorantigen-Impfstoffe
sowie Hilfsmittel, die die angeborene Immunantwort und Zellzyklus-Checkpoint-
Blockade aktivieren, Anwendung finden [19]. Zudem ist bekannt, dass onkogene und
tumorsuppressive miRNAs ebenfalls bei der Krebsentstehung involviert sind. Diese
werden nicht nur als Biomarker zur Diagnostik des Tumors verwendet, sondern kénnen
auch mit Hilfe der miRNA-basierten Therapie zur Bekdmpfung von Krebs eingesetzt
werden [20]. Eine weitere Méglichkeit stellt das bereits im Handel verfiigbare Statin dar.
Hierzu wurden einige Kohorten-Studien, Fall-Kontroll-Studien, Metaanalysen und
klinische Studien durchgefihrt, die Statine als Einzelgabe oder in Kombination mit

anderen Medikamenten zur Krebsvorbeugung und Behandlung vorschlagen [21-23].
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1.2 Statine

Statine sind kompetitive Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A
Reduktase (HMG-CoA Reduktase), welche alle die HMG Grundstruktur gemeinsam
haben und dadurch sowohl dem HMG-CoA als

auch dem Mevalonat ahneln [21, 24]. Die HO o
Unterschiede liegen in ihrer Herkunft. So

koénnen sie entweder natlrlichen Ursprungs sein o} =
oder werden synthetisch hergestellt. Die s yj\o

naturliche Form wurde aus Pilzen, wie zum Hee? CHy: H

Beispiel Aspergillus terreus, Monascus ruber
(Lovastatin) [25, 26] oder Penicillium citrinum HeC™™

(Mevastatin) [27] isoliert, welche Statine als
Abb.1: Strukturformel von Simvastatin.
Der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Rest ist
blau hinterlegt.

sekundare Metabolite bilden. Im Allgemeinen

sind sie aus Laktonen und B-Hydroxysauren mit

mehreren verschiedenen Seitengruppen aufgebaut, welche somit ein Hydroxy-
Hexahydro-Naphtalen-Ringsystem formen. Simvastatin und Lovastatin liegen im
Gegensatz zu allen anderen Statinen als inaktive Form (Prodrug) vor und missen in der
Leber in ihre aktiven Metabolite, durch Hydrolyse der Laktone zu B-Hydroxysauren,
umgewandelt werden. Aus diesem Grund stellen sie sogenannte Prodrugs dar [21].
Simvastatin ist ein halbsynthetisches Derivat des Lovastatins [28]. Die synthetischen
Statine, wie Atorvastatin und Fluvastatin, setzen sich aus [B-Hydroxysauren und
Fluorophenylgruppen zusammen und sind untereinander stark verschieden.
Desweiteren besitzen Statine als kompetitive Inhibitoren eine héhere Affinitat zur HMG-
CoA Reduktase als das natlrliche Substrat HMG-CoA [29]. Im Allgemeinen weisen sich
Statine durch die verschiedenen hydrophilen und lipophilen Eigenschaften aus, die die
Fahigkeit der Aufnahme Uber die Membran und damit die Bioverfligbarkeit des
Medikamentes in den verschiedenen Geweben beeinflussen. So kénnen lipophile
Statine wie Lovastatin und Simvastatin direkt die Membranen der Leberzellen und Zellen
anderer Gewebe passieren und werden Uber das CYP-System (Cytochrom-P450-
System), insbesondere Gber CYP3A4, verstoffwechselt [30]. Das hydrophile Pravastatin
bendtigt dagegen hierfir den OATP1B1 Membrantransporter, welcher ausschlief3lich in
der Leber vorkommt, weshalb es dort akkumuliert. Die Metabolisierung dieses Statins

findet zudem nicht oder nur unwesentlich tber das CYP-System statt [21, 30, 31].
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1.2.1 Der Einfluss von Statinen auf den Mevalonatweg

Statine sind verantwortlich fir die Hemmung des Schllisselenzyms des Mevalonatweges
[24]. Auf Grund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu dem Ausgangsstoff HMG-CoA, stellen
sie ein natirliches Substrat der HMG-CoA Reduktase dar [21]. Die Umwandlung von
HMG-CoA zu Mevalonat ist ein essentieller und zugleich limitierender Schritt dieses
Biosyntheseweges. Hierbei wird der Ausgangsstoff (Dimethylallylpyrophosphat) fir den
daran anschlieBenden Cholesterin-Biosyntheseweg gebildet, woraus wiederum
verschiedene, wichtige Endprodukte hervorgehen, die fir viele zellulare Funktionen
bendtigt werden. Neben der Bildung von Cholesterin, einer wichtigen Komponente der
Zellmembran, kommt es zur Synthese weiterer Isoprenoide wie Farnesylpyrophosphat
(FPP), Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), Dolichol, Ubiquinon, Steroide und
Isopentyladenin. Somit erfolgt durch die Wirkung von Statinen eine Inhibition dieser
Endprodukte [29].

1.2.2 Der Einfluss von Statinen auf endogene Cholesterinbiosynthese und den

Cholesterinspiegel im Blut

Durch den Einsatz von Statinen kommt es zur Senkung der Cholesterinproduktion in der
Leber, wodurch es zur Zunahme der LDL (low density lipoprotein)-Rezeptoren auf deren
Zelloberflache kommt. Dadurch erfolgt die Aufnahme von LDL-Partikeln aus dem Blut in
die Leber und deren Abbau in der Zelle. Lipoproteine transportieren Cholesterin und
andere Lipide Uber das Blut von der Leber zu den Geweben (LDL-Partikel) oder
umgekehrt (HDL-Partikel) [32]. Folglich sinken die Mengen der Triglyceride [29] und des
LDL-Cholesterins im Blut. Als Gegenmalihahme kommt es in den Leberzellen zur
posttranskriptionellen Aktivierung der Transkriptionsfaktoren SREBP-1 und -2 (sterol
response element binding protein-1/-2), welche die Expression der HMG-CoA
Reduktase regulieren [33, 34]. Dadurch steigen zwar die HMG-CoA Reduktase Spiegel
erneut an, allerdings hat dies, auf Grund der effektiven Enzym-Hemmung durch die
Statine, keine Auswirkungen auf die Cholesterin-Biosynthese [29]. Zudem erfolgt eine
verringerte Expression Lipidstoffwechsel-relevanter Gene, wie z.B. Abca1, bedingt durch
eine Erhéhung der miR-33a/b Spiegel, die im Intron 16 des Srebp-2 Gens
beziehungsweise im Intron 17 des Srebp-1 Gens lokalisiert sind und jeweils zusammen
co-transkribiert werden [35]. Dies hat schliellich zur Folge, dass das Level des ,guten®,
lipidarmen HDL-Cholesterins (high density lipoprotein) im Blutplasma leicht ansteigt [35,
36]. Da Statine eine Abnahme des ,schlechten® LDL-Cholesterins im Blutplasma

bewirken, sind sie das am haufigsten eingesetzte Medikament gegen Hypercholesterin-
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amie [23], eine Erkrankung die sich durch einen erhéhten Cholesterinspiegel im Blut
auszeichnet und langfristig Arteriosklerose und somit kardiovaskulare Erkrankungen zur
Folge haben kann [29].

1.2.3 Der Einfluss von Statinen auf Krebszellen

Neben der Hemmung der endogenen Cholesterin-Biosynthese und der damit
verbundenen Minimierung kardiovaskularer Erkrankungen, haben Statine noch weitere
positive Wirkungen auf den Organismus, sogenannte pleiotrope Effekte. Hierzu gehoéren
unter anderem entzindungshemmende und neuroprotektive Wirkungen, die
Verbesserung endothelialer Funktionen sowie einige Anti-Tumor-Effekte. Diese ergeben
sich aus der Blockierung des Mevalonatweges, der Stoffwechselprodukte liefert, die fir
viele physiologische Prozesse wichtig sind. Dazu gehdéren zelluldre Signalkaskaden,
Veranderung der Translation und posttranslationelle Modifikationen, die die mit dem
Zellzyklus einhergehende Zellteilung, Apoptose, Zelldifferenzierung und die zellulare
Antwort auf oxidativen Stress regulieren [22, 23]. Diese Anti-Tumor-Effekte treten
allerdings nur beim Einsatz lipophiler Statine auf [23]. Die Isoprenoid-Zwischenstufen
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und Farnesylpyrophosphat (FPP) koénnen die
Proteinfunktion von Ras, Rac und Rho, regulieren, indem sie langkettige
Kohlenstoffwasserstoffreste kovalent an diese GTPasen binden (Prenylierung). Dadurch
kommt es zur Beeinflussung von Protein-Protein und Protein-Membran Interaktionen,
sowie die Translokation von Proteinen aus dem Cytosol an die Membran, wodurch viele
essentielle zellulare Prozesse (u.a. Proliferation, Apoptose, Zellmigration) beeinflusst
werden, da GTPasen durch alternierende Bindung der Nukleotide GDP und GTP eine
Schlisselfunktion als molekulare Schalter in der Signaltransduktion Ubernehmen [37].
Darlber hinaus sind Veranderungen des Zellmetabolismus, wie die Unterdriickung der
Glykolyse, des Citratzyklus und des Lipid-Stoffwechsels die Folge [21, 23]. Obwohl seit
den frihen 90er Jahren die Anti-Tumor-Effekte von Statinen erforscht werden, sind die
damit assoziierten, exakten molekularen Mechanismen noch weitgehend unbekannt
[21]. Jedoch haben bereits diverse in vitro und in vivo Studien einige neue Erkenntnisse
diesbezlglich hervorgebracht, worauf in den nachfolgenden Abschnitten noch naher

eingegangen wird [21-23].
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Abb.2: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von Statinen auf Krebszellen. Aus der Statin-
bedingten Hemmung der HMG-CoA Reduktase folgt die Abnahme der Mevalonséure- und Isoprenoid-
Synthese. Dadurch wird die Apoptose in Tumorzellen geférdert und deren Proliferation, Angiogenese und
Metasenbildung inhibiert. Der direkte Einfluss ist mit grauen Pfeilen dargestellt. Die indirekten (pleiotropen)

Effekte sind mittels schwarzer Pfeile abgebildet.

1.2.4 Hemmung der Proliferation durch Statine

Statine sind in Lage das Wachstum von Krebszellen zu inhibieren, indem sie die
Expression und Aktivitat vieler Zellzyklus-relevanter Proteine modulieren. So kommt es
unter Lovastatin-Gabe zum einen zur Hochregulation der Cyclin-abhangigen Kinase-
Inhibitoren p21 und p27 und zum anderen zur Unterdriickung Zellzyklus-férdernder
Faktoren wie Cyclin D1, Cyclin-abhangigen Kinase 4 (CDK4) und dem Retinoblastom-
Protein (pRb). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Bildung von GGPP und somit
die Membranverankerung von RhoA unterbunden ist und p21 nicht langer durch diese
prenylierte GTPase inhibiert wird [38]. Dadurch verbleiben die Tumorzellen in der G1-
Phase des Zellzyklus. Die Statin-vermittelte Akkumulation der CDKs wird weiterhin durch
die Hemmung des Proteasoms oder der Histon-Deacetylase Aktivitat reguliert [21, 23].
Zudem kann es durch Simvastatin-Behandlung zur Anreicherung der Krebszellen in der
S-Phase des Zellzykluses kommen, was mit einer verminderten Aktivitdt der CDC25
Phosphatase (cell division cycle 25 phosphatase) sowie einer Reduktion der Cyclin A
und CDK2 Level verbunden ist [21]. Eine Inhibition der Ras GTPase verbunden mit der
Hemmung des MAP (mitogen-activated protein) Kinase-Signalweges, der PI3K

(Phosphatidylinositol-3-Kinase)/AKT-Signalkaskade oder der mTOR (mechanistic target
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of rapamycin)/AKT-Signaltransduktion durch Statine kann ebenfalls zu den eben

beschriebenen anti-proliferativen Effekten fihren [39, 40].

1.2.5 Forderung der Apoptose durch Statine

Kato und Kollegen konnten 2010 zeigen, dass von lipophilen Statinen eine hdhere
Apoptose-férdernde Aktivitat ausgeht als von hydrophilen Statinen [41]. Diese kénnen
den Zelltod Uber den intrinsischen und extrinsischen Signalweg einleiten, hauptsachlich
hervorgerufen durch die verminderte Prenylierung von Proteinen [22]. Bei dem
intrinsischen, mitochondrialen Weg kommt es unter anderem zur Aktivierung der
Caspase-Kaskaden 2, 3, 7, 8 und 9 sowie des Tumorsuppressors p53. Die Einleitung
des Caspase-3 Signalweges erfolgt durch die Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien und der verringerten Expression des anti-apoptotischen Proteins BCL-2
sowie der erhohten Expression des pro-apoptotischen Proteins BAX, sowohl auf der
Transkriptions- als auch auf Proteinebene. Weitere charakteristische Merkmale fir
Statin-induzierte Caspase-Wege sind die Fragmentierung von DNA, die Spaltung der
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) und die Verminderung des Apoptose-
hemmenden Proteins Survivin [21, 23]. Statine kénnen zudem mit Hilfe weiterer
Signalwege wie dem Superoxid-aktivierenden C-Jun-N-terminalen Kinase-Weg (JNK),
dem MEK/ERK Weg und die AKT Signalkaskade, einschliellich dessen Folgesubstrate,
den Zelltod einleiten [23]. Eines dieser Folgeproteine des AKT Signalweges ist die
survival Kinase PIM1, auf die in spateren Abschnitten noch genauer eingegangen wird
[42]. Der Statin-vermittelte extrinsische Apoptose-Signalweg wird ausgelést durch die
Zunahme des FAS-FADD-Komplexes, welcher wiederum die Caspase-Kaskade 8
aktiviert [21].

1.2.6 Hemmung der Angiogenese durch Statine

Die Angiogenese beschreibt den Prozess der GefalRneubildung (Neovaskularisation),
der fur das Wachstum und die Ausbreitung von primaren Tumorzellen sowie der
Metastasenbildung von sehr grofer Bedeutung ist. Statine kénnen diesen Prozess
einddammen, abhangig von deren Dosis und des Tumorzelltyps. Hohe Statin-
Konzentrationen fuhren zu einer verringerten GGPP-Prenylierung der GTPase RhoA,
wodurch es zu einer reduzierten Ausschuttung des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) aus Endothelzellen und dessen Folgesubstrate kommt [22, 23]. Dieser Faktor

stellt eines der wichtigsten Signalmolekule der Angiogenese dar, da er durch die
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Freisetzung weitere vaskulare Endothelzellen stimuliert und somit eine Gefal3neubildung
herbeifihrt [43].

1.2.7 Hemmung der Tumorinvasion und Metastasenbildung durch Statine

Statine konnen die invasiven und metastatischen Eigenschaften von Krebszellen
beeinflussen, indem sie die Zellwanderung inhibieren und die Aufhebung der
Zellkontakte mit der extrazellularen Matrix sowie das Durchdringen der Basalmembran
verhindern. Wie schon bei der Angiogenese zeigen Statine auch bei der Tumorinvasion
eine konzentrationsabhangige Hemmwirkung. Zudem konnte gezeigt werden, dass
lipophile Statine, wie Simvastatin, ein hoheres Potential zur Verringerung der
Tumorausbreitung im Korper aufweisen als hydrophile Statine [22, 29]. Diese anti-
tumorgene Wirkung von Statinen erfolgt ebenfalls tber die Blockierung der GGPP-
Synthese und der damit verbundenen EGF-induzierten (Epidermaler Wachstumsfaktor)
Translokation des RhoA in die Zellmembran. Rho GTPasen sind Signalmolekiile, die
durch die Kontrolle der Zellwanderung die Metastasenbildung beeinflussen koénnen.
Dieser Prozess wird Uber den RhoA/ fokale-Adhasionskinase (FAK)/ AKT Signalweg
reguliert und kann durch Statine gehemmt werden [23]. Die fehlende Prenylierung der
GTPasen RhoA und RhoB flihrt zudem zur Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-«kB
durch die verminderte Aktivierung des Tumornekrosefaktors TNFa. Weiterhin kommt es
zur Blockade der Expression des Zelladhasionsmolekils E-Selektin in den
Endothelzellen und des CD44-Antigens. Somit ist das CD44-Rezeptormolekil nicht
mehr in der Lage den EGF-Rezeptor-Signalweg zu verstarken und die Matrix-
Metalloproteasen -2, -3 und 9 zu binden, was entsprechend eine Inhibierung der Zell-
Matrix-Kontakte und eine verminderte Veranderung der Gewebestrukturen zur Folge hat
[22, 23, 29].

1.3 Die PIM1 Kinase

1984 wurde PIM1 in einem T-Zell-Lymphom der Maus, induziert durch das Moloney
Murine-Leukamievirus (Mo-MuLV), als Proto-Onkogen entdeckt. Durch die Integration
dieses Virus in verschiedene Regionen des Pim-1 Gens hat diese Kinase ihren Namen
erhalten: Proviral integration site for Moloney murine leukemia virus 1. Der Einbau des
Provirus, vornehmlich in die 3'-UTR (untranslated region) von Pim-1 [44], ist assoziiert
mit einer stark erhdhten Aktivierung der Transkription [45] beziehungsweise dem
verminderten Abbau der Pim-1 mRNA [46]. Im Allgemeinen gehdren die PIM Kinasen
PIM1, PIM2 und PIM3 [47] zu einer Familie konstitutiv aktiver Serin/Threonin Kinasen,
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die in vielen Wirbeltieren hochkonserviert vorliegen [48]. Kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass ein PIM1-Homolog auch in wirbellosen Tieren, wie dem ZehnfulRkrebs, exprimiert
wird [49]. Die PIM1 Kinase wird in verschiedenen Geweben gebildet und variiert hierbei
in ihrer Expressionsrate. Vor allem im Knochenmark, im Thymus, in der Milz, im fetalen
Lebergewebe und in nicht blutbildendem Gewebe wie Hippocampus, Herz, Prostata,
Epithel,- Endothel- und Nervenzellen wird PIM1 besonders stark exprimiert [50-53]. Das
menschliche Pim-1 Gen ist auf dem Chromosom 6p21.1-p21.31 lokalisiert und umfasst
ungefahr einen Bereich von 5 kb (Kilobasen) mit sechs Exons und funf Introns. Das
mRNA Transkript (NM_002648) besitzt eine Lange von 2648 bp (Basenpaaren), die fur
313 Aminosauren codieren, was einer Grof3e von 34 kDa (Kilodalton) entspricht [53, 54].
Allerdings wird neben dem 34 kDa Produkt noch ein weiteres Protein von 44 kDa infolge
eines alternativen CUG Translationsstarts gebildet [55]. Die kiirzere Isoform ist im
Zellkern und im Zytoplasma zu finden, wohingegen die 44 kDa Form auf Grund des N-
terminalen Prolin-reichen Motives hauptsachlich an der Plasmamembran lokalisiert ist
[56]. PIM1 besitzt eine typische .two-lobe“ Proteinkinase Struktur, die durch ein
Gelenkstick, die sogenannte ,hinge“ Region, verbunden ist. In dieser Kinasedoméane
befindet sich die katalytische ATP-Bindestelle [57]. PIM1 besitzt im Gegensatz zu vielen
anderen Kinasen keine regulatorische Domane und damit kein Phosphorylierungsmotiv
zur Aktivierung, weshalb es stets konstitutiv aktiv vorliegt [48]. Allerdings verfligt PIM1
Uber die Eigenschaft der Autophosphorylierung an den Aminosauren Serin, Threonin
und Tyrosin. Die Phosphorylierung des Serins 190 flhrt zur Aktivierung von PIM1,
weshalb es das Hauptmotiv zur Autophosphorylierung darstellt [58]. Dartiber hinaus wird
die Expression von PIM1, abhangig vom Zelltyp, durch viele verschiedene
Signalmolekile induziert [59]. Im Allgemeinen unterliegt die Expression von PIM1 einer
strengen Kontrolle auf den Regulationsebenen der Transkription, Posttranskription,

Translation und Posttranslation [54].

1.3.1 Regulation von Pim-1 auf transkriptioneller Ebene

Pim-1 besitzt einen sehr G/C-reichen Promotor ohne die klassischen Regulations-
elemente TATA-Box und CAAT-Box, welche Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren
darstellen [60]. Damit weist der Pim-1 Promotor typische Merkmale eines Promotors von
Haushaltsgenen auf [54]. Jedoch sind andere Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren
vorhanden [60]. Pim-1 gehort zu den sogenannten ,primary response genes‘, dessen
Transkription durch Hormone [61] und Cytokine wie Interleukine, Interferone und
Kolonie-stimulierende Faktoren schnell induziert wird [62]. Diese binden an Rezeptoren

auf der Zelloberflache und I6sen damit den JAK/STAT-Signalweg (Januskinase/ signal
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transducers and activators of transcription) aus. Hierbei kommt es zur Phosphorylierung
von STAT3 oder STATS5, die als Transkriptionsfaktor an die ISFR/GAS-Sequenz
(gamma interferon activation sequence) des Pim-1 Promotors binden und die
Transkription bewirken. Allerdings kann PIM1 Uber die Aktivierung beziehungsweise
Phosphorylierung von SOCS-Proteinen (suppressor of cytokine signalling) die
JAK/STAT-Signaltransduktion wieder herunterregulieren. Darliber hinaus wird die
Expression von Pim-1 durch die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren wie NF-kB
(nuclear factor kappa-B), HIF1a (hypoxia-inducible factor 1a) und KFL5 (Kriippel-like
factor 5), jeweils ausgeldst durch die Rezeptorbindung von TNFa, Sauerstoffmangel und
DNA-Schaden, induziert [62, 63].

1.3.2 Regulation von Pim-1 auf posttranskriptioneller Ebene

Die mRNA von Pim-1 besitzt eine kurze Halbwertszeit. Die 3’-UTR ist mit einer Lange
von circa 1400 bp sehr gro [59] und hat einen G/C-Gehalt von 69 % [64]. Die
Kurzlebigkeit der mRNA beruht darauf, dass sich in der 3'-UTR mehrere A/U-reiche
Elemente (ARE) befinden [59], an denen ARE-Bindeproteine binden und damit eine
Destabilisierung der mRNA bewirken [65]. Ein solches Beispiel ist das ARE-
Bindeproteine Tristetraprolin (TTP), welches den mRNA Abbau von Pim-1 im Exosom
oder in den P-bodies (processing bodies) zur Folge hat [66, 67]. Dieser ARE-vermittelte
Abbauweg geht einher mit der Deadenylierung des 3‘-Endes und der Entfernung der
7-Methylguanosin-Nukleotid Kappe des 5'-Endes der mRNA [68]. Insulin, Phorbolester
sowie Serum und andere Mitogene koénnen diesen Prozess stimulieren [66]. Im
Gegensatz dazu kann bei Sauerstoffmangel eine Stabilisierung der Pim-1 mRNA mit
Hilfe des ARE-Bindeproteins HUR (Hu Antigen R) erfolgen [69]. Eine weitere Moglichkeit
der posttranskriptionellen Regulation ist die Bindung verschiedener microRNAs
(miRNASs) in der 3'-UTR. So flihren zum Beispiel miR-1 [70] oder miR-33a [71] ebenfalls

zur Destabilisierung der Pim-1 mRNA und folglich zu dessen Abbau.

1.3.3 Regulation von Pim-1 auf translationeller Ebene

Ebenso wie die 3‘-UTR zeichnet sich die 5-UTR durch einen hohen G/C-Gehalt von
75 % aus. Dadurch bildet die circa 400 Nukleotid lange 5-UTR Sekundarstrukturen aus,
die die Translationseffizienz von Pim-1 verringern [64, 72]. Aus diesem Grund wird die
Pim-1 mRNA als ,schwaches® Transkript angesehen [62], ein Merkmal, dass fir viele
Wachstumsfaktoren und Proto-Onkogene bekannt ist [54]. Diese mRNAs unterliegen

einer sogenannten cap-abhangigen Translation [59]. Widerspruchlich hierzu war jedoch
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die langjahrige Annahme, dass Pim-1, auf Grund der langen 5-UTR einer IRES (internal
ribosomal entry site)-abhangigen Translation unterliegen wirde, so wie es bei
zahlreichen anderen Proto-Onkogenen der Fall ist. Hierfur lieferten Wang und Kollegen
2005 eine mdgliche Erklarung. Sie begriindeten die gewebe- und entwicklungs-
spezifische Regulation der Pim-1 Expression mit dem Vorhandensein eines kryptischen
Promotors innerhalb der 5-UTR [73]. Ein weiterer Hinweis, dass es sich bei Pim-1 um
ein schwaches Transkript handelt, ist die nicht optimale Sequenzabfolge upstream und
downstream des Translation-Startcodons AUG [64]. Diese Kozak-Sequenz stellt die
optimale ribosomale Bindestelle dar und vermittelt die Initiation der Translation [74, 75].
Zudem kommen 7 CAG Tandem-Wiederholungssequenzen in dem hoch strukturierten
Bereich der 5-UTR vor, die die cap-abhangige Translationseffizienz der Pim-1 mRNA
ebenfalls negativ beeinflussen kénnen [64]. Eine weitere wichtige Komponente der cap-
abhangigen Translation sind die Translations-Initiationsfaktoren (elFs). Vor allem elF4E
(eucaryotic translation initiation factor 4E) ist von besonderer Bedeutung. Zum einen ist
er zusammen mit elF4G an der Bildung des elF4F-Initiationskomplexes unter Bindung
der 5-Kappe der mRNA beteiligt. Dieser Komplex rekrutiert wiederum die Ribosomen
an die mRNA und |8st die Translation aus. Zum anderen bewirkt er die Translokation der
mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma durch die Bindung der stem-loop-pair Sequenz
in der 3'-UTR [59]. Dadurch ist elF4E generell ein limitierender Faktor der Translations-

Initiation, dessen Expression die Proteinsynthese von PIM1 erhdht [72].

1.3.4 Regulation von PIM1 auf posttranslationeller Ebene

Da PIM1 eine konstitutiv aktive Kinase ohne regulatorische Doméane darstellt, bendtigt
diese keine posttranslationellen Modifikationen zur Aktivierung des Proteins [76].
Allerdings konnten Kim und Kollegen 2004 zeigen, dass die Phosphorylierung des
konservierten Tyrosinrestes 218 im Aktivierungsloop von PIM1, durch die Kinase ETK,
moglicherweise zu dessen Aktivierung fuhrt [77]. Generell ist PIM1 ein sehr kurzlebiges
Protein mit einer Halbwertszeit von etwa 10 Minuten flr die 34 kDa Isoform und circa
1 Stunde fir das 44 kDa Protein [55]. Dieser schnelle Abbau wird eingeleitet durch die
Ubiquitinylierung [46] oder Sumoylierung [76] des Proteins und flhrt damit zu dessen
Degradation im 26S-Proteasom. Bei der Sumoylierung handelt es sich um eine
kovalente, reversible Bindung einer SUMO (small ubiquitin-like modifier)-
Proteinmarkierung an ein Zielprotein, was schlieRlich eine Ubertragung weiterer
Ubiquitin-Reste auf bestimmte Aminosauren des Proteins hervorruft. Allerdings kann die
Sumoylierung von PIM1 nicht nur mit dessen Abbau sondern méglicherweise auch mit

einer Veranderung der Kinaseaktivitat einhergehen [76]. Zudem kénnen die beiden
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Hitzeschock-Proteine (heat shock proteins) HSP90 und HSP70 verschiedene
Adapterproteine binden und somit die Stabilitdt von PIM1 beeinflussen. Eine Bindung
des HSP90 an PIM1 flhrt zu dessen Stabilitat [78], wohingegen eine Ubiquitin vermittelte
Interaktion von HSP70 und PIM1 mit Hilfe von Adapterproteinen, fungierend als E3
Ubiquitinligase, weitere Ubiquitinylierungen und dadurch den Abbau von PIM1 zur Folge
haben [46]. Das Chaperon-Protein HSP90 dient vermutlich ebenfalls sowohl als
molekularer Schalter zur Aufrechterhaltung der aktiven Konformation von PIM1 als auch
dem Schutz vor der Protein Phosphatase 2A (PP2A) [78]. Durch die Bindung der Prolyl-
Isomerase PIN1 an PIM1 ist PP2A in der Lage PIM1 zu desphosphorylieren, wodurch
die Ubiquitinylierung und damit der proteasomale Abbau von PIM1 eingeleitet wird [79].
Obwohl das Proteasom den Hauptabbauweg kurzlebiger Proteine darstellt, schlieRen
Shay und Kollegen dennoch nicht aus, dass PIM1 unter bestimmten Bedingungen
ebenso im Lysosom degradiert werden kann [46]. Dieses ist vorrangig am Abbau falsch
gefalteter Proteine [80], langlebiger Proteine und zerstorter Organellen beteiligt [81].
Dabei kann HSP70 in Kooperation mit CHIP (carboxyl terminus of Hsp70-interacting
protein) Uber den proteasomalen oder lysosomalen Abbau von Proteinen entscheiden
[82].

1.3.5 Das Potential von PIM1 als Zielmolekiil in der Krebstherapie

Die PIM1 Kinase ist in verschiedenen Signalwegen involviert, die die Blutbildung sowie
die Entstehung und Reifung von Lymphozyten beeinflussen [53]. Zudem ist Pim1 in einer
Vielzahl von Tumoren Uberexprimiert oder mutiert, wodurch es zu einer genetischen
Instabilitdt kommt [53], die bei verschiedenen Formen der Leukamie, Lymphomen und
soliden Tumoren, wie Leberkarzinom [83] und Dickdarmkarzinom [84] sowie in einigen
Fallen des Prostatakrebs mit einer schlechten Tumorprognose und Therapieverlauf
korreliert [57]. In Kopf-Hals-Tumoren geht eine erhdhte Expression von PIM1 ebenfalls
mit einer verringerten Wirksamkeit der Strahlentherapie und einem verstarkten Potential
zur Bildung von Metastasen einher [57], denn es stellt einen wichtigen downstream
Effektor der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-vermittelten Angiogenese und
der damit verbundenen Neovaskularisation dar [52]. PIM1 ist eine prosurvival Kinase
dessen Substrate viele essentielle physiologische Prozesse wie den Zellzyklus und das
Zellwachstum, die Differenzierung und Migration von Zellen, sowie die Apoptose
regulieren [54, 57, 62]. Des Weiteren kann PIM1 die Wirkung von Chemotherapeutika
auf Krebszellen herabsetzen indem es die Zellen vor der Apoptose schitzt und diese
zum Efflux der Medikamente verhilft [85]. Darliber hinaus beeinflusst PIM1 die Resistenz

von Tumoren auf die Chemotherapie mittels Modulation der zellularen Antwort bei
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Sauerstoffmangel [57]. Trotzdem ist PIM1 eher ein schwaches Onkogen [86], welches
durch seine Uberexpression allein nicht gutartige in bésartige Tumore transformieren
kann. Dennoch erhéht es gewebsabhangig die tumorgenen Eigenschaften bedingt durch
die mittels Phosphorylierung aktivierten Substrate beziehungsweise Signalwege [62]. In
Kooperation mit anderen Proto-Onkogenen, wie zum Beispiel c-MYC, kommt es durch
den synergistischen Effekt beider Proteine zu einer dramatischen Tumorentwicklung
[87].

Ein vorteilhaftes Merkmal von PIM1 ist jedoch, dass durch einen Knockout der Kinase in
Mausen, diese nur einen gering veranderten Phanotyp aufweisen [88]. Dadurch wird
deutlich, dass PIM2 [89] und PIM3 in der Lage sind die Aktivitdt von PIM1 in gro3en
Umfangen zu kompensieren [86]. Sogar Mause mit einem Knockout aller drei PIM
Kinasen zeigen lediglich eine geringere KorpergroéRe, sind aber liberlebensfahig, gesund
und fruchtbar [47].

Diese Eigenschaften machen PIM1 zu einem aussichtsreichen Zielmolekil zur
Behandlung von Krebs [86]. Vor allem durch die Interleukin gesteuerte Transkription
besitzt PIM1 ein groRes Potential fur die Immuntherapie [85] und stellt einen gut

geeigneten diagnostischen und prognostischen Biomarker dar [86].

1.3.6 Regulation der Apoptose durch PIM1

PIM1 als prosurvival Faktor besitzt die Fahigkeit viele pro- und anti-apoptotischen
Proteine hinsichtlich des Uberlebens der Zelle zu steuern. Hierzu gehdrt unter anderem
die Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins BAD am Serin 112, was zu dessen
Inaktivierung und der gleichzeitigen Aktivitatserh6hung des anti- apoptotischen Proteins
BCL-2 fhrt [90]. Dies kann ebenfalls tber die Induktion des Transkriptionsfaktors NF-«kB
geschehen, welcher die Expression von BCL-2 und BCL-XL reguliert [86]. Eine
Abschwachung der Apoptose-Signal Kinase 1 (ASK1), vermittelt durch dessen
Phosphorylierung, geht einher mit der verringerten Aktivitat der JNK Kinase und der
mitogenaktivierenden Proteinkinase p38 und der damit verbundenen Caspase-3 Aktivitat
[91]. Durch die Phosphorylierung von PRAS40 kommt es zur Dissoziation des
Komplexes mit mTOR und somit zu dessen gesteigerter Aktivitat, einem Protein das das
Zellwachstums und den Zellzyklus hinsichtlich des Uberlebens der Zelle beeinflusst [92].
Weiterhin ist PIM1 in der Lage das als E3 Ubiquitin-Ligase fungierende Protein MDM2
zu phosphorylieren, wodurch dieses stabilisiert wird und den Abbau des Tumor-
suppressors p53 einleitet [93]. Zudem kann Pim1 Gber die Phosphorylierung von MDM2
oder die direkte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors FOXO3a den Abbau von

FOXO3a bewirken, was zu einer verringerten Induktion pro-apoptotischer Proteine flihrt
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[86]. Deshalb hat eine Stabilisierung von MDM2 ein zunehmendes Voranschreiten der
Krebserkrankung, ein schlechtes Ansprechen auf Chemotherapeutika und damit

insgesamt eine schlechte Prognose flir den Krebspatienten zur Folge [86].

Caspase-3

l

Induktion der Apoptose

Abb.3: Schematischer Uberblick der verschiedenen, durch PIM1 regulierten, Signalwege auf die Apoptose
in Krebszellen. Die Abbildung wurde adaptiert nach Merkel et al., 2012 [57].

1.3.7 Regulation des Zellzyklus durch PIM1

PIM1 steuert die mit dem Zellzyklus einhergehende Zellteilung und das Zellwachstum in
Krebserkrankungen durch die Phosphorylierung Zellzyklus-abhangiger Proteine und
dem Eingreifen in die Mitose. Dies geschieht durch die Phosphorylierung der
Zellzyklusinhibitoren p21¢P""a (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) am Serin 146 und
p274P1 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), welche dadurch inaktiviert und die Zellen
aus der G1-Phase in die S-Phase geleitet werden [94, 95]. Allerdings ist PIM1 auch in
der Lage die Transkription von p27*' zu unterdriicken indem es die Forkhead-Box-
Proteine FOXO1a und FOXO3a phosphoryliert und damit inaktiviert [95]. Darlber hinaus
kann PIM1 die Bindung zwischen p21C®" *&f ynd PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) inhibieren, wodurch es zum Wiedereinsetzen der DNA Synthese und einer
zunehmenden Ungenauigkeit der DNA Reparatur kommt [94, 96]. Eine weitere
Mdglichkeit fur PIM1 in den Zellzyklus einzugreifen, findet sich in der Phosphorylierung
der Zellzyklus Phosphatasen CDC25A und CDC25C, was dazu fihrt, dass deren

15



Einleitung

Aktivitat erhdht wird und die Zellen den Ubergang jeweils von der G1-Phase in die
S-Phase beziehungsweise von der G2-Phase in die Mitose durchlaufen [97, 98]. Die
Aktivierung von CDC25C durch PIM1 kann jedoch auch indirekt Uber die
Phosphorylierung von ¢c-TAK1 (CDC25C assoziierte Kinase1) erfolgen, denn c-TAK1
verfugt durch diese Modifikation nicht langer ber die Fahigkeit CDC25C zu blockieren
[99]. Zudem kann PIM1 auch eine genomische Instabilitat hervorrufen. Hierfir interagiert
die Kinase in der spaten S-Phase und Metaphase mit den Spindelpolen. Darlber hinaus
bewirkt die Phosphorylierung des Proteins NuMA (nuclear mitotic apparatus) eine
Komplexbildung zusammen mit HP1B (heterochromatin-associated protein 1), dem
Motorprotein Dynein und dem Dynein-Aktivierungskomplex Dynactin [100], wodurch sich
anormale mitotische Spindel und mehrfache Centrosomen ausbilden, die zur

fehlerhaften Chromosomentrennung fiihren [101].

PIM1
p-FOXO1a p-C-TAK
p-FOXO3a
p-p27ke! p-NuMA p-CDC25A
BpZlEut p-HP1B p-CDC25C
p-Dynein
l l p-Dynactin
PCNA Abbau l
Kinetochor Ubergang in:
Assemblierung G1/S-Phase

G2/M-Phase
DNA Synthese Aktivierung
Cyclin/CDK

| |

Voranschreiten des Zellzykluses

Abb.4 Schematischer Uberblick der verschiedenen, durch PIM1 regulierten, Signalwege auf den Zellzyklus

in Tumorzellen. Die Abbildung wurde adaptiert nach Merkel et al., 2012 [57].
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1.4 Monozyten und Makrophagen

Makrophagen sind mononukledre Zellen, die in fast allen Geweben des Korpers zu
finden sind. Sie zirkulieren ungefahr 5 bis 7 Tage im Blut [102, 103] und wandern dann
in die Gewebe ein, wo sie aus Monozyten zu Makrophagen differenzieren [104].
Makrophagen und Monozyten gehéren neben den Granulozyten, Mastzellen und
dentritischen Zellen zu den sogenannten Phagozyten des Immunsystems [104], die flr
die Aufnahme und Zersetzung von Mikroorganismen, Krankheitserregern und infizierten
Zellen verantwortlich sind. Makrophagen kdénnen zudem tote Zellen und Zelltrimmer
aufnehmen und dienen dem Transport von LDL-Cholesterin [105], weshalb sie auch als
Fresszellen oder scavenger cells bezeichnet werden. Dadurch bilden sie die erste
wichtige Abwehrlinie der angeborenen Immunitadt beziehungsweise aktivieren
anschliefend die erworbene Immunantwort durch Prasentation von Antigenen auf ihrer
Oberflache. Da die meisten Infektionen im Gewebe auftreten, kénnen diese Phagozyten
weitere Makrophagen in Folge von Entziindungen, durch Sezernierung entsprechender
Signalproteine, zu den jeweiligen Geweben rekrutieren. Die Entstehung von
Entzindungsreaktionen durch Aktivierung anderer Zellen des Immunsystems stellt
allgemein die Voraussetzung fur eine erfolgreiche Immunantwort dar [106]. Zudem
dienen Makrophagen der Aufrechterhaltung einer gesunden Gewebehomdostase und
des Metabolismus sowie der Bildung neuer Blutgefalie [107]. Makrophagen sind relativ
langlebige und heterogene Zellen, die schnell in der Lage sind ihre Funktion in Folge
lokaler Signale des Mikromilieus zu verandern [104]. Diese Heterogenitat ist auf Grund
ihrer funktionellen Diversitat und der damit einhergehenden Prasenz verschiedenster
Oberflachenmarker und Rezeptoren sowie der vielfaltigen Ausschittung von Cytokinen
zurtickzufiihren [106]. Die meisten der membrangebundenen Glykoproteine sind CD-
Moleklile (cluster of differentiation), die verschiedene Rezeptor- oder Signalfunktionen
ausuben. Hierzu gehéren zum Beispiel das Phagozyten stimulierende MHC-Klasse-II-
Molekil sowie die Scavenger-Rezeptoren, die eine Vielzahl verschiedener
Makromolekiile wie modifiziertes LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin und Lektine binden.
Zu dieser Gruppe gehdrt auch das fir Monozyten typische CD14-Antigen, welches den
Rezeptor fir das bakterielle Lipopolysaccharid darstellt. Zudem ist der Mannose-
Rezeptor zu erwahnen, welcher die zuvor von den Toll-dhnlichen (like) Rezeptoren
erkannten pathogenen Zelltrimmer bindet [106]. Komplement-Rezeptoren sind weitere
Oberflachenmolekiile, die der Erkennung und Bindung von Komplementfaktoren dienen,
die ihrerseits Antigene gebunden haben, was schliellich die Komplementkaskade
aktiviert [104, 106].
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1.4.1 Die Heterogenitiat von Makrophagen

Allgemein kann man zwei Haupttypen von Makrophagen unterscheiden. Zum einen die
.Klassisch aktivierten® M1 Makrophagen, welche als Effektorzellen sowohl bei der Anti-
Tumor Immunantwort als auch bei der Abwehr von Krankheitserregern involviert sind
[104]. Zudem produzieren sie eine groRe Menge entziindungsférdernder Cytokine, wie
Interleukine (IL-1, IL-6, IL-12) und Tumornekrosefaktor (TNF)-a, sowie reaktive
Stickstoff- und Sauerstoffspezies mittels induzierter Expression der Stickstoffmonoxid-
Synthase [108]. Die Aktivierung der M1 Makrophagen erfolgt durch zwei Stimuli. Durch
das Cytokin Interferon-y (INFy) werden die Makrophagen auf die Aktivierung vorbereitet.
Mittels eines pathogenen Stimulus, wie zum Beispiel dem bakteriellen Zellwandbaustein
Lipopolysaccharid (LPS), oder dem Tumornekrosefaktor kommt es schlief3lich zur
Aktivierung durch die Toll-like Rezeptor (TLR) vermittelte Signaltransduktion des
Tumornekrosefaktors [108, 109].

Zum anderen gibt es die M2 Makrophagen, welche in drei verschiedene Subtypen
unterteilt werden kénnen. Diese erfiillen neben der Kontrolle von Entziindungen die
Beseitigung von Zelltriummern, die Regulation der Wundheilung und der Tumor-
angiogenese [104, 108]. Dabei produzieren sie vorrangig entziindungshemmende
Cytokine wie Interleukin-10 sowie den transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-3
[108]. Zudem exprimieren sie verstarkt das Enzym Arginase, welches die Umsetzung
von Arginin zu Ornithin katalysiert. Hieraus wiederum werden Prolin oder Polyamine
gebildet, die fir die Proliferation und Regeneration wichtig sind [110]. Bei der Aktivierung
der mannigfaltigen M2 Makrophagen sind hauptsachlich Interleukine beteiligt. Denn
durch die Stimulation der Makrophagen mit IL-4 und IL-13 oder IL-10 entstehen jeweils
Lalternativ aktivierte* M2a oder M2c Makrophagen. Letztere sind fiir die Unterdriickung
der Immunantwort, sowie die Gewebereparatur und Gewebeumgestaltung verant-
wortlich [108]. M2a Makrophagen dienen, wie auch die M1 Makrophagen, der
Pathogenabwehr durch Stimulation der Proliferation von B-Lymphozyten und Aktivierung
der humoralen Immunantwort (Sekretion von Antikérpern und Komplementfaktoren)
[106]. Der M2b Subtyp wird aktiviert durch die Bindung von Immunkomplexen (Komplexe
aus Antigen und Antikérper) in Kombination mit LPS oder Interleukin-1 Rezeptor-
Liganden (z.B. IL-1a oder IL-18) an Toll-like Rezeptoren [108]. Da sie sowohl
entziindungsférdernde als auch entziindungshemmende Cytokine ausschitten kénnen,
sind die malgeblich an der Regulation der Immunantwort beteiligt [108].

Eine weitere Gruppe der Makrophagen stellen die Tumor-assoziierten Makrophagen,
kurz TAMs, dar. Da diese sowohl einen M1 als auch einen M2 Phanotyp aufweisen

kénnen, lassen sich TAMs nicht in einen spezifischen Subtyp einteilen. Allerdings konnte
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gezeigt werden, dass die M1-polarisierten TAMs mit einem positiven Verlauf der Tumor-
Progression assoziiert sind, da diesen anti-neoplastische Effekte zugeschrieben werden.
Im Gegensatz dazu vermitteln M2-polarisierte TAMs eine negativ begunstigte Tumor-
Progression, weil sie das Tumorwachstum auf verschiedenen Ebenen unterstlitzen
[110]. Jedoch konnten Duluc und Kollegen einen neuen M2-Subtyp, die M2d
Makrophagen, fir M2-polarisierte TAMs identifizieren, welche Merkmale Tumor-
assoziierter Makrophagen aufweisen [111].

Die Differenzierung der Makrophagen kann durch den Einfluss von Kolonie-
stimulierenden Faktoren induziert werden. So bewirkt GM-CSF (granulocyte-
macrophage-colony stimulating factor) die Differenzierung der Monozyten zu M1
Makrophagen und M-CSF (monocyte-colony stimulating factor) die Entwicklung von M2
Makrophagen [108].

M2

INFy + LPS/TNF-q, IL4, IL-13, IC + TLR/IL-1R Liganden, IL-10. M-CSF Tumor-Mikromilieu
GM-CSF M-CSF M-CSF I (I-6, LIF, M-CSF)

| l l
l l l l l

IL-1, IL-6, IL-12, IL-10, Polyamine IL-1, IL-6, IL-10, IL-10, TGF-B IL-10, IL-12
TNF-a, RNI, ROI IL-12, TNF

Abb.5: Ubersicht der Makrophagen Haupt- und Subtypen. Die Differenzierung der Monozyten zu den
verschiedenen Makrophagen erfolgt durch vielféltige Stimuli. In Abhangigkeit von der Funktion sezernieren
die unterschiedlichen Makrophagen-Typen verschiedenste Effektormolekiile. Die Abbildung wurde adaptiert
nach Mantovani et al., 2004 [108]. Noch nicht im Text beschriebene Abkirzungen: RNI/ROI: reaktive

Stickstoff-/ Sauerstoff-spezies; IC: Immunkomplex; LIF: leukemia inhibitory factor.

1.4.2 Regulation des Differenzierungsprozesses von Makrophagen

Generell geht der Differenzierungs- beziehungsweise Aktivierungsprozess von
Makrophagen mit einer strengen Koordination und Regulation verschiedener
Signalwege auf transkriptioneller- und posttranskriptioneller Ebene einher. Die Haupt-
Transkriptionsfaktoren stellen die STAT-Proteine dar, welche durch die Januskinase
aktiviert werden [107]. Der JAK/STAT-Weg wird wiederum durch die Bindung von INFy

an den Interferon-Gamma-Rezeptor 1/2 auf der Zelloberflache ausgel6st und aktiviert
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den Transkriptionsfaktor NF-kB [112]. Dadurch erfolgt der Differenzierungsprozess
durch STAT1 oder STAT3 zu M1 Makrophagen [107, 113]. Durch den Einfluss der
Interleukine-4 und -13 kommt es ebenfalls zur Januskinase1/2/3 vermittelten Aktivierung
von STATG6 oder zur PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) vermittelten Stimulierung von
AKT1 und mTOR, was jeweils zu einer Auspragung von M2 Makrophagen fihrt.
Allerdings kénnen diese beiden Interleukine auch zur Differenzierung von M1
Makrophagen fiihren. Hierbei kommt es zur Anregung von AKT2 und NF-kB durch PI3K
[107]. Auch durch GM-CSF kann es zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
kommen. Dabei regulieren JAK2 und STAT5 den Differenzierungsprozess von M1
Makrophagen Uber eine gesteigerte Expression der CIS (cytokine-inducible SH2-
containing protein) und PIM1 mRNAs in Monozyten [114]. Da PIM1 als Masterregulator
zelluladrer Prozesse bekannt ist [85], kann dieser Kinase moglicherweise auch eine
Funktion bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen oder der
Umpolarisierung von M1/M2 Makrophagen zugeschrieben werden. Des Weiteren
koordinieren die Transkriptionsfaktoren AP-1 (activator protein) [115] sowie IRF-1, -5
und -8 (interferon-regulatory factor) die Differenzierung zu M1 Makrophagen [110] und
IRF-4 die phanotypische Auspragung von M2 Makrophagen [116]. Zudem regulieren der
durch STATG6 gesteuerte peroxisome proliferator-activated receptor PPAR-y [107, 117]
und das cAMP-responsive element-binding protein CREBP [118] ebenfalls die

Differenzierung von M2 Makrophagen.

1.5 Zielstellung

Das Proto-Onkogen PIM1 ist eine konstitutiv aktive Serin/Threonin Kinase, die
essentielle zellulare Prozesse in der Zelle reguliert [48]. Als Onkogen ist PIM1 in vielen
verschiedenen Krebsarten, wie Lymphomen, Leukdmie und soliden Tumoren der Leber
[83] und des Dickdarm [84], Uberexprimiert. Hierbei steuert die prosurvival Kinase den
Zellzyklus, das Zellwachstum, die Differenzierung und Migration von Zellen, sowie deren
Apoptose, weshalb hohe PIM1 Level oft mit schlechten Tumorprognosen und
Metastasenbildung einhergehen [57, 62]. Trotz der Funktion als Masterregulator vieler
wichtiger Signalwege [85] hat ein Knockout dieser Kinase in Mausen gezeigt, dass ein
Verlust lediglich zu einem gering veranderten Phanotyp fiihrt [88]. Deshalb stellt PIM1
ein vielversprechendes Zielmolekiil fir die Krebstherapie dar [86].

Statine wirken als kompetitive Inhibitoren der HMG-CoA Reduktase, dem
Schlisselenzym der endogenen Cholesterin-Biosynthese, welche in der Leber ablauft
[24]. Eine Hemmung des Syntheseweges bewirkt die Verringerung des LDL-

Cholesterinspiegels im Blut sowie eine verminderte Bildung von Isoprenoiden, welche
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ein weiteres Endprodukt des Mevalonatweges darstellen [29]. Auf Grund der
gehemmten Synthese der Isoprenoide vermitteln Statine ihre pleiotropen Effekte auf
Zellen [23]. Die bereits bekannten Wirkmechanismen von Statinen, wie die Férderung
der Apoptose und die Hemmung der Proliferation, Angiogenese, Tumorinvasion und
Metastasenbildung in verschiedenen Krebszellen sowie deren Nebenwirkungen,
hervorgegangen aus Behandlungsstudien der Hypercholesterinamie und Krebstherapie,
machen Statine zu einem potentiell geeigneten Medikament zur Bekdmpfung von
Tumoren. Dennoch sind bislang die genauen molekularen Mechanismen der Statin-
Wirkung noch nicht vollstadndig aufgeklart, sodass bisher noch kein therapeutischer

Ansatz fur Statine zur Behandlung von Tumoren entwickelt werden konnte [21-23, 39].

Das erste Projekt befasst sich mit der Charakterisierung der Statin-vermittelten
Runterregulation von PIM1 in Krebszellen. Hierfir wurde die Wirkung von Simvastatin
auf die verschiedenen Regulationsebenen (transkriptionell, posttranskriptionell,
translationell und posttranslationell) von Pim-1 in den Krebszelllinien der Leber (HepG2)
und des Dickdarms (LS174T) analysiert. Ausgangspunkt war die bereits publizierte
Regulation der Pim-1 mRNA durch miR-33a, welche im Srebp-2 Gen lokalisiert ist und
daher zusammen mit Srebp-2 co-transkribiert wird. Dies konnte in den Tumorzelllinien
K562 und LS174T gezeigt werden [35, 71]. Da unter Statin-Gabe die Expression von
Srebp-2 und miR-33a in den Leberzellen erhéht ist, ergaben sich bereits erste Hinweise,

dass PIM1 ein mégliches Zielmolekil von Statinen darstellt.

Das zweite Projekt beschaftigt sich mit der Untersuchung der Funktion von PIM1 in
gesunden, primaren Zellen. Dafir wurden Monozyten aus Spenderblut isoliert und zu
M1 Makrophagen differenziert, welche eine Anti-Tumor-Antwort des Immunsystems
auslésen. Zur Analyse der Funktion von PIM1 als Differenzierungsregulator wurden die
Pim-1 mRNA- und Proteinlevel in den verschiedenen Entwicklungsstadien der

Monozyten und Makrophagen ausgewertet.
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2. Material und Methoden

2.1 Allgemeine Materialien

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer, Medien, Lésungen und Gerate sind in
den Kapiteln der einzelnen Methoden beschrieben. Die hierflir eingesetzten Chemikalien
wurden, wenn nicht gesondert aufgeflihrt, von den Firmen Merck KG, Carl Roth
GmbH&Co, Sigma Aldrich oder Gerbu Biotechnik GmbH bezogen. Alle Puffer wurden
mit deionisiertem Wasser oder doppelt destilliertem Wasser (ddH.O) angesetzt. In
Abhangigkeit von der bendtigten Sterilitdt oder Dauer der Lagerung wurden die Puffer,
Medien und Ldsungen, sowie die Pipettenspitzen, bei 121°C und 1 bar fir 20 min
autoklaviert (Systec V 95).

2.2 Primer

Primer sind kurze, einzelstrangige Oligonukleotide, die komplementar oder teilweise
komplementar, wie im Falle der in vitro Mutagenese-Primer, zum Matrizenstrang sind.
Dabei begrenzen sie den zu amplifizierenden Genabschnitt. Bei allen in dieser Arbeit
verwendeten Primer handelt es sich um DNA Primer, welche bei den einzelnen
Methoden aufgefihrt sind. Sie wurden gebrauchsfertig in einer Konzentration von
100 pM, geldst in ddH20, entweder von der Firma Metabion oder von der Firma Thermo
Scientific™ bezogen. Bei Letzteren handelt es sich um fir die cDNA-Synthese
eingesetzten Random Hexamer-Primer, welche aus sechs zufallig zusammengesetzten
Nukleotiden bestehen. Das Entwerfen der Primer erfolgte mit Hilfe des Programms
SnapGene (2.12.4).

2.3 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Erst- und Zweitantikbrper wurden von den Firmen
Santa Cruz Biotechnology oder Cell Signaling Technology bezogen und jeweils
entsprechend den Herstellerangaben bei 4°C oder -20°C gelagert. Eine Auflistung der
eingesetzten Erstantikdrper, sowie der Zweitantikérper ist in den Tabellen 1 und 2
dargestellt. Die genauen Bedingungen der verschiedenen Western Blots beziglich der
Antikorperkonzentration und Inkubationsdauer sind in den Bildunterschriften im

Ergebnisteil angefihrt.
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Erstantikdrper

Name i
Erstanti- Firma Bestell- Isotyp Verdiinnung Inkuba.ttlons-
Korper nummer zei
. Santa Maus monoklonal 1:20000 1 h bis
B-Aktin (C4) Cruz SC-47778 [e[eT 1:30000 2 h 20 min
MAP-LC3a/ Santa sc- Maus monoklonal . -
(G4) Cruz | 398822 e 1:1000 Uber Nacht
Pim-1 Cell Kaninchen . -
(C93F2) | Signaling | 3247 monoklonal IgG 1:1000 Uber Nacht
Pim-1 (12H8) | S3M@ | sc.135¢3 | Maus monokional 1:500 Uber Nacht
Cruz 1gG1
Sumo-1 Santa Maus monoklonal . -
(D-11) Cruz sc-5308 I9Gs 1:500 Uber Nacht
Sumo-2/3/4 Santa sc- Maus monoklonal . -
(C-3) Cruz | 393144 IgG+ 1:500 Uber Nacht
TTP (N18) | Sana | . gasg | Zi€ge polyklonal 1:2000 Uber Nacht
Cruz IgG
Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Zweitantikérper
. Nan_'ne__ Firma Bestellnummer | Verdiinnung Inkuba_tlons-
Zweitantikorper zeit
Anti-mouse 19G- | oo gignaling 7076 1:5000 45 min
HRP
Anti-rabbit IgG- o 1:3000 o
Cell Signalin 7074 40 min bis 1 h
HRP gnaing 1:5000
Donkey anti-goat . .
IgG-HRP Santa Cruz sc-2020 1:6000 30 min
Goat anti mouse 1:4000 .
Santa Cruz sc-2005 1hbis2h
I9G-HRP 1:10000
1:4000 45 min bis
m-lgGk BP-HRP Santa Cruz sc-516102 1:30000 2'h 30 min
1:20000
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2.4 GroBRenmarker

Zur Grélenanalyse der Protein- und DNA-Molekiile mittels Gelelektrophorese wurden

folgende, in Tabelle 3 aufgelistete Marker verwendet.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten GroRenmarker

GroBRenmarker Firma GroRenbereich Verwendungszweck
PageRuler Plus Prestained Thermo
Protein Ladder Scientific™ 10-250 kDa Western Blot
1 kb DNA Ladder Cytogen 0,3-10kb Agarosegelelektrophores
2.5 Plasmide

Plasmide sind DNA-Molekiile, die unabhangig von genomischer DNA in prokaryotischen
Zellen-, sowie Mitochondrien und Plastiden zu finden sind. Sie sind zirkular und kénnen
in ihrer GréRRe variieren. In der Molekularbiologie stellen die sogenannten Vektoren ein
wichtiges Werkzeug zur Vermehrung und Analyse von Genen oder Proteinen dar. Alle
in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden fir Untersuchungen in eukaryotischen

Zellen eingesetzt.

2.5.1 pCMV6-XL4 PIM1 cDNA Konstrukt

Bei diesem Plasmid handelt es sich um ein Volllangen (Wildtyp) Pim1 cDNA Kion
(PubMed Accession-Nr.: NM_002648.2 hsa PIM1 oncogene, Vektor: pCMV6-XL4,
OriGene, Kat.-Nr.: SC110975) zur ektopischen Expression von PIM1 in PIM1- Protein
negativen humanen Krebszellen (Skov3) [71]. Die GesamtgréRe des Vektors umfasst
7,3 kb, die sich aus 4,7 kb Plasmidbackbone und 2,6 kb Pim-1 cDNA Insert
zusammensetzt. Im Plasmidbackbone befindet sich ein vor dem Insert gelegener CMV-
Promotor (Cytomegalovirus), zur ektopischen Expression in den humanen Krebszellen.
Weiterhin ist eine Ampicillin-Kassette, zur Selektion der DH5a Zellen nach der

Transformation, vorhanden.

2.5.1.1 pCMV6-XL4 PIM1 A3‘-UTR cDNA Konstrukt

Dieser Klon wurde von Maren Thomas generiert. Das Plasmid wurde zur Analyse der

posttranskriptionellen Regulation von Pim-1 in Skov3 Zellen verwendet, da dem ca. 6 kb
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grolien PIM1 cDNA Konstrukt ungefahr zwei Drittel der 3*-UTR von Pim-1 fehlen,
einschlielllich der miR-33a Bindestelle und dem TTP Konsensus-Bindemotiv [119].
Diese Deletion erfolgte Uber einen Verdau des pCMV6-XL4 PIM1 Wildtyp Konstruktes

mit dem Restriktionsenzym Hindlll.

2.5.1.2 pCMV6-XL4 PIM1 3‘mut33a cDNA Konstrukt

Dieses Plasmid wurde ebenfalls von Maren Thomas kloniert. Es ist ein Volllangen PIM1
cDNA Konstrukt mit einer mutierten miR-33a Bindestelle. Aus diesem Grund wurde das
Plasmid fur Untersuchungen zum Einfluss von endogenem oder ektopischem miR-33a

auf die Pim-1 Expression herangezogen.

2.5.2 pFR_HCV_xb Luciferase-Reporter Konstrukte

Diese Promotor-Konstrukte wurden generiert um den Einfluss von STAT3 auf die
Transkription von Pim-1 zu analysieren. Mit Hilfe der Firefly-Luciferase konnte die
Transkriptionsaktivitdt von Pim-1 gemessen werden. Eine der Renilla-Luciferase
vorgelagerte HCV-IRES diente der Pim-1 unabhangigen Messung der
Transfektionseffizienz. Zudem besitzt das ca 6 kb groRe pFR_HCV_xb Plasmid
(Addgene, Best.-Nr.: 11510) eine Ampicillin-Kasette zur Selektion der DH5a Zellen nach
Transformation (2.6.5).

Das Leerplasmid wurde als Kontrolle verwendet um den Einfluss von Simvastatin

(2.7.11) auf den Vektor zu analysieren.
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Abb.6: Plasmidkarte des pFR_HCV_xb Vektors.

2.5.2.1 pFR_HCV_xb Plasmid ohne HSV TK-Promotor

Dieses Plasmid wurde zur Normierung des allgemeinen Firefly-Luciferase
Hintergrundsignals hergestellt. Hierflir wurde der ca. 750 bp grof’e HSV TK-Promotor
mittels Hindlll und Bglll (FastDigest, Thermo Scientific™) (2.5.2.1) aus dem
pFR_HCV_xb Leervektor geschnitten (2.11.4) und zur Trennung beider DNA-Fragmente
auf ein Agarosegel (2.9.2.1) gebracht. Danach erfolgte die Aufreinigung des verdauten
Vektors (2.11.11) Uber das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Die
durch den Restriktionsverdau entstandenen Uberhdnge des linearisierten Plasmides
wurden dann mit Hilfe des Klenow-Fragmentes (Thermo Scientific™) (2.11.6) am 5'-
Ende mit Nukleotiden aufgefillt beziehungsweise am 3'-Ende abgebaut. Schliel3lich
erfolgte nach Ligation (2.11.7) mit der T4-Ligase (Thermo Scientific™) die Uberpriifung
des Konstruktes durch ein Testverdau mit BamHI| und EcoRIl (FastDigest, Thermo

Scientific™) und eine Sequenzierung (2.11.12).
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Abb.7: Plasmidkarte des pFR_HCV_xb-HSV-TK Promotor Konstruktes.

2.5.2.2 Wildtyp Pim-1 STAT3 BS Promotor-Konstrukt

Zur Generierung dieses Klons wurde ein ungefahr 1 kb grofter DNA-Abschnitt mit dem
darin befindlichen Promotor und Teile des codierenden Bereichs von Pim-1 aus der
genomischen DNA von Hela Zellen amplifiziert. Dieser Bereich umfasst eine Lange von
ca. 1,4 kb und wurde vor die Firefly-Luciferase kloniert, anstelle des HSV TK-Promotors.
Die Amplifizierung des DNA-Bereichs mit dem darin befindlichen Pim-1 Promotor
(2.11.10.1) und des Plasmidbackbones (2.11.10.2) erfolgte Uber je eine PCR mit
5:-Uberhang-Primern. Nach Aufreinigung beider PCR-Ansatze (2.11.11) konnten
anschlieRend beide Amplifikate mittels Gibson Assembly® (New England BioLabs) ligiert
(2.11.8) und transformiert werden (2.6.5). Die neun Nukleotide lange STAT3-Bindestelle
(BS) wurde mit dem Motiv-Analysenprogramm Homer (2.12.3) innerhalb dieses DNA-
Abschnittes von Pim-1 mit einem score von 9,55 vorhergesagt und ist mit der
Konsensussequenz aus der Literatur Ubereinstimmend [120]. Uber Kolonie-PCR
(2.11.10.4) und Sequenzierung (2.11.12) konnten die korrekten Klone, welche eine

GesamtgrofRe von ungefahr 6,7 kb aufweisen, ermittelt werden.
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Abb.8: Plasmidkarte des pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS Wildtyp Konstruktes. Die STAT3-Bindestelle ist
vergroRert gezeigt. Die in Kleinbuchstaben abgebildeten Nukleotide stellen die flankierende Sequenz der in

GroRbuchstaben abgebildeten Konsensussequenz der STAT3-Bindestelle des Pim-1 Promotors dar.

2.5.2.3 Pim-1 STAT3 BS mut Promotor-Konstrukt

Die Klonierung dieses Plasmides erfolgte ebenso tiber PCR (Tabelle 18 bis 20), wobei
das pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS WT Promotor-Konstrukt als Ausgangsplasmid
diente. Zur Beseitigung methylierter DNA erfolgte ein Dpnl-Verdau (Thermo Scientific™)
(2.11.5), der im Anschluss in DH5a Zellen transformiert (2.6.5) wurde. Bei diesem
Konstrukt wurde Uber eine in vitro Mutagenese (2.11.10.3) nach dem Prinzip von Quik
Change® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) die Mutation der
STAT3-Bindestelle eingeflugt. Sie liegt ca. 1,1 kb stromaufwarts vom ersten Startcodon
der Pim-1 mRNA

Hierbei wurden 4 Nukleotide der STAT3-Bindestelle (BS) und 3 umliegende Nukleotide
ausgetauscht. Die Richtigkeit der Klone wurde mit Hilfe der Kolonie-PCR (2.11.10.4) und
Sequenzierung (2.11.12) Uberpruft.
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Abb.9: Plasmidkarte des pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS mut Konstruktes. Die STAT3-Bindestelle ist
vergroRert gezeigt. Die in Kleinbuchstaben abgebildeten Nukleotide stellen die flankierende Sequenz der in
GroRbuchstaben abgebildeten Konsensussequenz der STAT3-Bindestelle des Pim-1 Promotors dar. Rot

gekennzeichnete Nukleotide wurden gegenliber dem Wildtyp ausgetauscht.

2.5.2.4 Pim-1 STAT3 BS mut2 Promotor-Konstrukt

Bei diesem Klon wurde ebenfalls Uber eine in vitro Mutagenese (2.11.10.3, Tabelle 18
bis 20) nach dem Prinzip der Site-Directed-Mutagenesis durch inverse PCR (Q5® Site-
Directed Mutagenesis Kit, New England BiolLabs) die Mutation der STAT3-Bindestelle
eingefiigt. Als Ausgangsplasmid diente dabei das pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut
Promotor-Konstrukt. Da bei dieser Vorgehensweise ein DNA-Fragment mit glatten,
freien 5-OH-Enden entsteht, wurden diese nach Aufreinigung des PCR-Produktes
(2.11.11) mittels T4 Polynukleotidkinase (Thermo Scientific™) phosphoryliert (2.11.3).
AnschlieRend wurde der gesamte Phosphorylierungsansatz mit Dpnl (Thermo
Scientific™) verdaut (2.11.5) und die Enden mit Hilfe der T4-Ligase (Thermo Scientific™)
(2.11.7) verknipft, bevor die Transformation in DH5a Zellen (2.6.5) erfolgte. Im
Gegensatz zu dem Pim-1 STAT3 BS mut Konstrukt sind hier alle 9 Nukleotide der
STAT3-Bindestelle ersetzt. Erneut wurden die generierten Klone durch Einsatz einer
Kolonie-PCR (2.11.10.4) und einer Sequenzierung (2.11.12) auf ihre Korrektheit

kontrolliert.
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Abb.10: Plasmidkarte des pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS mut2 Konstruktes. Die STAT3-Bindestelle ist
vergroRert gezeigt. Die in Kleinbuchstaben abgebildeten Nukleotide stellen die flankierende Sequenz der in
GroRbuchstaben abgebildeten Konsensussequenz der STAT3-Bindestelle des Pim-1 Promotors dar. Rot

gekennzeichnete Nukleotide wurden gegenliber dem Wildtyp ausgetauscht.

2.6 Bakterielle Zellkultur

Die bakterielle Zellkultur ist eine Standartmethode in der Molekularbiologie. Sie findet
vor allem Anwendung bei der Klonierung. Denn so ist es einfach mdglich Plasmide mit
Hilfe der Bakterien zu vermehren. Alle dafir verwendeten Materialien, Medien und
Lésungen mussen hierfur steril sein und wurden aus diesem Grund fiir 20 min bei 121°C

und einem Druck von 1 bar autoklaviert (Systec V 95).

2.6.1 Bakterienstamme

Fur alle Klonierungsexperimente wurde der gram-negative Bakterienstamm E.coli DH5a
(Genotyp: supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1; [121]) verwendet, welcher
speziell hierfr, durch Einflgen verschiedener Mutationen, generiert wurde. Somit weist

dieser E.coli Stamm unter anderem eine héhere Transformationseffizienz auf [122].
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2.6.2 Kultivierung von Bakterien auf Agarplatten

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden 15 g/L Agar zum LB-Medium (Lysogeny
Broth; [123]; 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Pepton, 10 g/L NaCl, pH 7,5) gegeben,
autoklaviert und auf ungefahr 50°C abgekuhlt. Dem LB-Agar wurden weiterhin 100 pg/mi
Ampicillin (Stammldsung: 100 mg/ml) hinzugefligt um transformierte DH5a Zellen zu
selektieren. LB-Agarplatten wurden verwendet um Bakterien aus Glycerinstocks
auszustreichen oder um die Bakterien nach Transformation auszuplattieren. Diese
wurden dann Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank (Memmert BE 400) inkubiert.

2.6.3 Kultivierung von Bakterien in Fliissigmedium

Zur Vermehrung der DH5a Zellen wurde eine einzelne Bakterienkolonie von einer LB-
Agarplatte gepickt oder direkt aus einem Glycerinstock in LB-Medium (Lysogeny Broth;
[123]; 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Pepton, 10 g/L NaCl, pH 7,5) angeimpft. Zur Selektion
der Bakterien, die das gewinschte Plasmid aufgenommen haben, wurden noch
100 pg/ml einer 100 mg/ml Ampicillin-Stammlésung zum LB-Medium hinzugegeben. Die
Kultivierung der Zellen in Flissigmedium erfolgte Gber Nacht bei 37°C mit 220 rpm in
einem Schuttelinkubator (GFL 3033).

Zur langeren Lagerung der klonierten Plasmide oder Bakterienstdmme wurde eine
Ubernachtkultur 1:1 mit sterilen 98 %igen Glycerin gemischt, zuerst in flissigem

Stickstoff und anschlielRend bei -80°C eingefroren.

2.6.4 Praparation chemisch kompetenter E.coli DH5a Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E.coli DH5a Zellen wurden 3 ml einer
Ubernachtkultur zu 150 ml vorgewarmten LB-Medium gegeben und bei 37°C bis zu
einer optischen Dichte (ODew) von 0,6 schittelnd bei 200 rpm inkubiert (GFL 3033).
Nach einer 10-15 minltigen Prainkubation auf Eis wurden die Zellen bei 5000 rpm und
4°C fir 7 min zentrifugiert (Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ 17). AnschlieRend
wurde das Zellpellet vorsichtig in 15 ml vorgekuhlter TBE 1-Lésung (10 mM MOPS,
10 mM RbCI, pH 7) resuspendiert und erneut in gleicher Weise zentrifugiert. Nun wurde
das Pellet in 6 ml vorgekuhlter TFB 3-Lésung (100 mM MOPS, 50 mM CaClz, 10 mM
KCI, 15 % Glycerin, pH 6,5) resuspendiert und als 150 pl Aliquots sofort in flissigen

Stickstoff gegeben um sie anschlief3end bei -80°C zu lagern.
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2.6.5 Transformation von Bakterien

Die Transformation ist eine Standardmethode in der Molekularbiologie und stellt eine
Moglichkeit des Gentransfers dar. Sie bezeichnet die Aufnahme freier DNA in
kompetente Bakterienzellen, Pilze, Pflanzen, Algen und Hefezellen. Entwickelt wurde
diese Methode 1928 von Griffith [124].

Als Vorbereitung wurden die chemisch kompetenten DH5a Zellen auf Eis aufgetaut.
Dann wurden bis zu 700 ng Plasmid-DNA oder 5-10 pl Ligationsansatz beziehungsweise
2 ul einer 1:4-Verdinnung des Gibson-Assembly Mastermixes (2.11.8) zu 50 pl der
DH5a Zellen gegeben und fir ca. 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock der E.coli
Zellen erfolgte bei 42°C fir 1 min (Biometra TB1 Thermoblock). Im Anschluss daran
wurde die DNA-Bakterien-Suspension erneut fur 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 450 pl vorgewarmten LB-Medium ohne Ampicillin wurden die DH5a Zellen fir 50-
60 min bei 37°C geschuttelt (Eppendorf Thermomixer 5436). AbschlieRend wurden die

transformierten Zellen auf Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin ausgestrichen (2.6.2).

2.7 Zellkultur adharenter, humaner Zellen

Die Zellkultur humaner Zellen verlief unter sterilen Bedingungen. Alle Arbeiten wurden
unter der Sterilbank (HERAsafe™, Thermo Scientific™) durchgefiihrt. Die Kultivierung
der humanen Zellen erfolgte in T75 Zellkulturflaschen (Sarstedt) oder 6-Well Platten
(Greiner Bio One) bei erhdhter Luftfeuchtigkeit (circa 95%), 37°C und 5 % CO2 (Co. Air-
Jacketed Incubator, NuAire™). Die verwendeten Zelllinien stammen aus isolierten
Tumoren verschiedener Organe und Gewebetypen. Sie besitzen die Fahigkeit unendlich
zu wachsen, weshalb sie Uber einen langen Zeitraum in vitro kultiviert werden kénnen.
Primare Zellen, wie Monozyten, wurden hingegen aus dem Blut verschiedener Spender
isoliert und sind nicht proliferierend im Sinne der Zellteilung. Demnach variieren die

Zellen von Spender zu Spender.

2.7.1 Kultivierung adharenter Zelllinien

Die Kultivierung adhéarenter, humaner Zelllinien erfolgte in T75 Zellkulturflaschen
(Sarstedt) mit IMDM Medium (Iscove’s Modified Dulbecco Medium, Life Technologies)
und 10 % fetalem Kalberserum (Biochrom). Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche
subkultiviert. Hierfir wurde zu Beginn das verbrauchte Medium aus der Zellkulturflasche
abgenommen und mit 10 ml 1x PBS (phosphate buffered saline) pH 7,4 (Life
Technologies) gewaschen. Zum Ablésen der Zellen wurden diese fir 5min bei 37°C in
5 ml 1x Trypsin-EDTA-L6sung in PBS (Biochrom) inkubiert (Co. Air-Jacketed Incubator,
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NuAire™). Um die Reaktion abzustoppen, wurden der Zellsuspension 5 ml Medium
zugesetzt und der Ansatz bei 390 g fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (Hettich
Universal 320). Das Zellpellet wurde nun in 1 bis 2 ml Medium geldst und entsprechend

der gewilinschten Verdinnung in eine neue Zellkulturflasche mit 25 ml Medium Gberfihrt.

2.7.2 Bestimmung der Zellzahl

Fur die verschiedenen Zellexperimente wurde immer eine definierte Zellanzahl
eingesetzt. Hierfir wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld
Superior, Hemocytometer Neubauer brightline) ausgezahlt. Diese Zahlkammer ist eine
Glasplatte mit einem eingeatzten Zahinetz, welches aus vier grolRen Quadraten besteht,
die sich wiederum in jeweils 16 kleinere Quadrate unterteilen. Zum Zahlen wurde ein
leicht angefeuchtetes Deckglas Uber das Zahlnetz gelegt und ungefahr 10 ul einer
Verdinnung der Zellsuspension dazwischen pipettiert. Ausgezahlt wurden jeweils die
vier groRen Quadrate und anschlieRend den Mittelwert daraus ermittelt. Die Gesamtzahl

der Zellen berechnet sich dann mit folgender Gleichung (Gleichung 1; [125])

Gleichung 1:

Zellzahl = Mittelwert der Zellen - 10 000 (Kammerfaktor) - V (Zellsuspension) - Verdiinnung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte immer nach dem Abstoppen der Trypsin-

Inkubation.

2.7.3 HelLa Zellen

Die HelLa Zellen wurden 1951 aus einem Karzinom des Gebarmutterhalses einer 51
Jahre alten Frau namens Henrietta Lacks gewonnen. Sie stellen die erste etablierte

Zelllinie dar [126]. Die Kultivierung von HelLa Zellen erfolgte wie oben beschrieben.

2.7.4 HepG2 Zellen

Die humane Zelllinie HepG2 wurde aus einem gut differenzierten Leberkarzinom eines
15 jahrigen Jungen aus Argentinien isoliert [127]. 2009 konnte durch histopathologische
Untersuchungen und ein genetisches Profil gezeigt werden, dass es sich bei den

entarteten Zellen um ein Hepatoblastom des Epithelgewebes handelte [128]. Die HepG2
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Zellen wurden kultiviert wie eingangs beschrieben. Die Subkultivierung erfolgte durch

eine 1:4 oder 1:5 Verdlnnung.

2.7.5 LS174T Zellen

Die LS174T Zellen stellen eine mit Trypsin behandelte Variante der Dickdarm
Adenokarzinom-Zelllinie LS180 dar, welche aus einer 58 Jahre alten Patientin isoliert
wurden [129]. Die Zellen wurden, wie unter Punkt 2.7.1 dargelegt, kultiviert. Das

Anfertigen von Subkulturen erfolgte in einer 1:8 oder 1:10 Verdinnung.

2.7.6 Skov3 Zellen

Die Zelllinie Skov3 stammt aus einem Adenokarzinom des Eierstocks, welche 1973 aus
einer 64 Jahre alten Frau isoliert wurde [130]. Da diese Zellen kein PIM1 Protein
exprimieren, wurden sie unter anderem fir Transfektionsexperimente verwendet [71].
Die Kultivierung der Skov3 Zellen wurde, wie oben geschildert, durchgefihrt.

Subkulturen wurden jeweils im Verhaltnis 1:8 oder 1:10 verdinnt.

2.7.7 Isolierung von PBMCs

Die Praparation von PBMCs (periphal blood mononuclear cells) erfolgte aus Buffy Coats

verschiedener Spender. Buffy Coats sind

das Nebenprodukt einer Vollblutspende,

Blutplasma

hauptsachlich bestehend aus Thrombo-
& Thrombozyten

zyten, Leukozyten, Blutplasma und

Erythrozyten. Zu Beginn wurde das Blut — PBMCs (Monozyten,

Lymphozyten)
auf drei Mal 20 ml Pancoll (PAN™
. . . .. . Pancoll
Biotech) verteilt und bei 800 g fur 25 min
bei Raumtemperatur, mit ausgeschal-

Erythrozyten

teter Bremse, zentrifugiert. Dann wurde —— & Granulozyten

das Blutplasma bis zur weiRen PBMC- (neaimaphils, iEosmaphile)

Schicht des Pancoll-Gradienten abge-

nommen und verworfen. Nun konnten Abb.11: Auftrennung des Buffy Coats mittels
Pancoll nach der Zentrifugation

die PBMCs vorsichtig isoliert werden,

wobei es die Mithahme von Pancoll mdglichst zu vermeiden galt. Diese Schicht setzt
sich aus Lymphozyten und Monozyten zusammen. Um das Pancoll zu entfernen, wurden
die PBMCs mit ungefahr 50 ml 1x PBS pH 7,4 (Life Technologies) gewaschen. Hierfur
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wurde die PBS-Zellmischung bei 500 g fiir 8 min bei 4°C zentrifugiert. Zur Praparation
der Monozyten mit Hilfe der Gegenstromzentrifugation (Elutriation; 2.7.8.1) wurden
abschlieltend die PBMCs in ca. 30 ml RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Medium; PAN™ Biotech; 25 mM Hepes, 2 g/L NaHCQ3), versetzt mit 2 mM L-Glutamin,
1 % nicht-essentielle Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat, resuspendiert. Erfolgte die
Aufreinigung der Monozyten mittels CD14 Antikorper gelabelten Magnetic Beads
(Miltenyi Biotec; 2.7.8.2) wurde das PBMC-Pellet mit in einem kleinen Volumen
vorgekuhlten MACS-Puffer (1x PBS pH 7,4; 0,5 % FCS; 0,2 mM EDTA) vorsichtig geldst
und anschlielend auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefillt. Danach wurden die
Zellen bei 300 g fur 8 min bei 4°C wieder pelletiert und in 10 ml kaltem MACS-Puffer
resuspendiert. Schliel3lich wurde ein Aliquot der PBMC-Lésung zum Auszahlen der

Zellen verwendet.

2.7.8 Isolierung von Monozyten aus PBMCs
2.7.8.1 Elutriation

Die Elutriation oder Gegenstromzentrifugation ist eine Methode zur Isolation von (Blut)-
Zellen nach ihrer GroRRe und Dichte. Bei der Gegenstromzentrifugation wirken einerseits
die nach aufden gerichtete Zentrifugalkraft und andererseits die Zentripetalkraft des in
die Zentrifuge hinein gepumpten Puffers. Durch Steigerung der Pumpleistung
beziehungsweise Durchflussrate der Pufferlésung kénnen die verschiedenen Blutzellen

der PBMCs entsprechend ihrer Sedimentationseigenschaften fraktioniert werden [131].

Am Vortag der Monozyten-Praparation wurde die Zentrifuge mit einer 4,5 % H2O2-
Lésung desinfiziert, kalibriert und auf ihre Dichtigkeit getestet. Bei der Kalibrierung wird
die Pumpleistung ermittelt bei der 28,5 ml Wasser pro Minute die Zentrifuge durchlaufen.
Dies ist notwendig um die Pumpleistung exakt fir die Elutriation der Zellen entsprechend

inrer Sedimentationsrate einzustellen.

Am Tag der Elutriation wurde der hierflr benétigte 1x Elutriationspuffer (10x PBS; 0,1 %
AB-Serum; 0,01 % EDTA) frisch hergestellt. Vor Beginn der Monozyten Isolation wurde
die Zentrifuge mit kaltem 1x Elutriationspuffer bei voller Pumpleistung gespult. Nun
konnten die zuvor isolierten PBMCs (2.7.7) in die Zentrifuge bei 3000 rpm eingezogen
werden. Hierfur wurde eine Pumpleistung von 6-7 ml/min benétigt. Dann wurde wieder
der 1x Elutriationspuffer eingesaugt und die Pumpleistung nach dem am Vortag
erstellten Plan schrittweise erhéht. Dadurch kommt es zur Sortierung der verschiedenen
Zellen des PBMC-Gemisches in der Elutriationskammer beziehungsweise zum

Herauswaschen kleinerer Zellen mit geringerer Sedimentationsrate. Zuletzt erfolgte das
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Auffangen der Monozyten bei einer Pumpleistung von 36 ml/min und ausgeschaltetem
Rotor. Schlieldlich wurden die Monozyten bei 1300 rpm, 4°C flr 7 min, ohne Bremse
zentrifugiert und in 10 ml RPMI 1640 (PAN™ Biotech; 25 mM Hepes, 2 g/L NaHCO3
2 mM L-Glutamin, 1 % nicht-essentielle Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat, 4 % AB-

Serum) aufgenommen um sie abschlieRend auszuzahlen.

2.7.8.2 CD14 Magnetic Beads

Nach dem Auszahlen der PBMCs wurde die gewtinschte Menge an Zellen bei 450 g flr
8 min bei 4°C zentrifugiert. Hierbei gilt es zu berlcksichtigen, dass Monozyten nur circa
10 % des PBMC-Gemisches darstellen. Nun wurde der Uberstand abgesaugt, in
entsprechendem Volumen kalten MACS-Puffer resuspendiert und die CD14 Magnetic
Beads zur Zellsuspension gegeben und vorsichtig gevortext. Die bendtigte Menge an
MACS-Puffer und Magnetic Beads berechnen sich aus der gewtinschten Zellzahl. So
wurden zum Beispiel fir 5 - 10 PBMCs 80 ul Magnetic Beads eingesetzt. Bei einer
bendtigten Menge von 350 ul Magnetic Beads wurde 3,5 320 yl MACS-Puffer
verwendet. Nach einer Inkubation von 20-30 min bei 4°C wurde das Zell-Beads-Gemisch
erneut mit kaltem MACS-Puffer aufgefiillt (2 ml fir 1 - 10" Monozyten) und bei 450 g flr
10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in
entsprechendem Volumen kaltem MACS-Puffer (500 pl fir 1 - 107 Monozyten) vorsichtig
resuspendiert. Zur Aufreinigung der Monozyten wurde das Zell-Beads-Gemisch
gleichmafig auf zwei im Magnetstander (Miltenyi Biotec) befindlichen Saulen (MACS
Separation Columns, LS; Miltenyi Biotec) geladen. Diese wurden zuvor mit je 3 ml kaltem
MACS-Puffer equilibriert. Anschliellend wurde das Zell-Beads-Gemisch drei Mal mit
jeweils 3 ml kaltem MACS-Puffer gewaschen und der Durchfluss verworfen. Schlief3lich
wurden die Monozyten mit jeweils 5 ml kaltem MACS-Puffer eluiert und in der Neubauer-

Zahlkammer die Zellzahl bestimmt.

2.7.9 Kultivierung primarer Zellen

Nach der Aufreinigung der Monozyten aus PBMCs wurden 3 - 108 Zellen pro Well in
RPMI1640 Medium mit 300 mg/I L-Glutamin (Lonza) in eine 6-Well Platte (Greiner Bio-
One) ausgesat und fir 2 Stunden zum Absetzen der Zellen im Brutschrank inkubiert (Coz
Air-Jacketed Incubator, NuAire™). Danach wurde dem Medium, mit einem Endvolumen
von 3 ml, 1% defibriniertes off-the-clot human AB-Serum (Biochrom) und 10 ng/ul
human GM-CSF (Life Technologies) zugegeben. Durch die Behandlung der Zellen mit

dem Wachstumsfaktor GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony stimulating factor)

36



Material und Methoden

erfolgte die Differenzierung der Monozyten nach 5 bis 7 Tagen zu M1 Makrophagen
[102]. Am 5. Tag der Kultivierung wurde die Halfte des alten Mediums gegen frisches
Medium mit allen seinen Zusatzen ausgetauscht. Die gesamte Kultivierungsdauer betrug
10 bis 12 Tage.

2.7.10 Ernte humaner Zelllinien und primarer Zellen

Die Zellernte erfolgte entweder durch direkte Lyse der Zellen im Well Gber Zugabe des
ML-Puffers (Nucleospin® miRNA lIsolationskit, Macherey-Nagel) oder durch Abkratzen
der Zellen mit einem Zellschaber (Sarstedt). Bei der zuletzt genannten Methode wurden
die Zellen bei 3000 rpm flr 5 min pelletiert (Heraeus™ Biofuge™ Pico) und anschliefend
mit 1 ml 1x PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in flissigen Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die
Zellen fur eine spatere SDS PAGE (2.8.1) vorbereitet und schliellich bei -20°C
oder -80°C gelagert. Die Proben wurden zur weiteren Verwendung flir RT-qPCR
Experimente (2.11.10.5) im ML-Puffer bis zur RNA-Praparation (2.10.1) bei -80°C

aufbewahrt.

2.7.11 Simvastatin-Behandlung humaner Zelllinien und primérer Zellen

Statine stellen ein im Handel bereits verfligbares Medikament zur Senkung des
Cholesterin-Spiegels im Blut bei Fettstoffwechselstérungen dar. Sie kénnen lipophile
oder hydrophile Eigenschaften aufweisen. Da das Simvastatin (Sigma Aldrich) zu der
lipophileren Form von Statinen gehért, wurde es in 250 yl DMSO (Dimethylsulfoxid, Carl
Roth) gel6st, sodass es eine Konzentration von 48 mM aufweist. Fir die experimentelle
Verwendung wurden zunachst jeweils eine Arbeitslosung fir Simvastatin, mit einer
Konzentration von 1 mM, und DMSO angefertigt. Beide Lésungen wurden in gleichen
Volumenverhaltnissen mit Medium angesetzt. Die Zugabe der Menge an Arbeitsldsung
richtete sich nach der bendétigten Endkonzentration der zu behandelnden Zellen (Tabelle
4). Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden im Brutschrank (Co. Air-Jacketed
Incubator, NuAire™) wurden die Zellen entweder geerntet (2.7.10) oder mit weiteren

Inhibitoren behandelt, wofilir das Simvastatin auf den Zellen verblieb.
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Tabelle 4: Ubersicht der eingesetzten Simvastatin-Konzentrationen

Zellen Simvastatin-Konzentration
HepG2 10 uM
LS174T 25 uM
Skov3 5uM

2.7.12 Mevalonat-Behandlung humaner Zelllinien

Mevalonat ist ein Zwischenprodukt des gleichnamigen Stoffwechselweges, dessen
Synthese durch den Einsatz von Statinen gehemmt wird. Deshalb wurde Mevalonat
(Sigma Aldrich) zur Aufhebung des zellularen Statin-Effektes eingesetzt. Die Inkubation
der HepG2 Zellen mit 10 uM Mevalonat erfolgte, wie flr Statine, Uber 48 Stunden.
Zunachst wurde das Mevalonat durch Zugabe von 250 yl DMSO (Carl Roth) geldst, was
einer Stammkonzentration von 260 mM entspricht. Zur Herstellung der Mevalonat- und
ihrer entsprechenden DMSO-Arbeitslésung wurden die Substanz mit dem Medium in

gleichen Volumenverhaltnissen gemischt.

2.7.13 Inhibition der Transkription in humanen Zelllinien

Zur Untersuchung des mRNA Abbaus wurden die HepG2 Zellen mit 10 ug/ml a-Amanitin
(Santa Cruz), gelost in DMSO, nach einer von 24 stindigen Statin-Vorbehandlung
(2.7.11) fur 8 und 12 Stunden inkubiert. a-Amanitin stellt ein Transkriptionsinhibitor dar,
welcher mit hoher Spezifitdt und Affinitdt die katalytische Untereinheit der DNA-
abhangigen RNA-Polymerase |l bindet [132]. Fur die Herstellung der Arbeitslésungen
von a-Amanitin und DMSO (Carl Roth) wurden die Substanzen in gleichen

Volumenverhaltnissen jeweils mit Medium gemischt.

2.7.14 Inhibition der Translation in humanen Zelllinien

Die Behandlung der Zellen mit Cycloheximid (MedChemTronica), gelést in DMSO,
erfolgte nach einer 48 stlindigen Statin-Prainkubation (2.7.11) fur 6 Stunden in HepG2
Zellen und LS174T Zellen. Cycloheximid ist ein Inhibitor der Translationselongation,
welcher spezifisch an die 60S Untereinheit der eukaryontischen Ribosomen bindet [133].
Die Herstellung der Arbeitslésungen fir Cycloheximid und DMSO (Carl Roth) erfolgte

jeweils in gleichen Volumenverhaltnissen mit Medium. Die beiden Krebszelllinien HepG2
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und LS174T wurden Uber den genannten Zeitraum entweder mit 45 uM oder 60 uM

Cycloheximid inkubiert.

2.7.15 Inhibition des Proteinabbaus in humanen Zelllinien

Nach 48 Stunden Statin-Inkubation (2.7.11) wurden die Krebszellen mit in DMSO
geldsten Bortezomib (MedChemTronica) behandelt, einem Inhibitor des eukaryotischen
26S-Proteasoms [46]. Zunachst wurden die Arbeitslésungen flr Bortezomib und DMSO
(Carl Roth) in gleichen Volumenverhaltnissen jeweils mit Medium hergestellt. Schliel3lich
wurden die Zellen mit 1 yM Bortezomib-Lésung oder DMSO-L6sung fur 2 und 6 Stunden
inkubiert.

Neben dem Abbau der Proteine im Proteasom kann dieser Prozess auch in den
Lysosomen erfolgen, einem Zellorganell mit saurem pH-Wert, dass Verdauungsenzyme
wie Proteasen, Lipasen und Nukleasen enthalt. Hierdurch werden verschiedene
Makromolekile der Zelle oder zellfremde Bestandteile degradiert.

Die Leberkrebs-Zelllinie wurde hierflir nach einer 48 stlindigen Statin-Prainkubation
(2.7.11) mit verschiedenen Kombinationen lysosomaler Inhibitoren fir 6 Stunden
inkubiert. Die erste Mischung hat sich zusammengesetzt aus 200 yM Chloroquin-
diphosphat (Sigma Aldrich), welches die lysosomale DNase hemmt, und 10 mM
Ammoniumchlorid (Carl Roth), welches zur Neutralisation des pH-Wertes flihrt. Die
zweite Kombination wurde noch zusatzlich mit 100 yM des Serin-, Cystein-
Proteaseninhibitors Leupetin (Leupeptin Hemisulfat; Carl Roth) versetzt [134, 135]. Die
Anfertigung der Stammldsungen erfolgte mit doppelt destilliertem Wasser. Zur
Herstellung der Arbeitsldsungen wurden die drei Inhibitoren entsprechend ihrer
Endkonzentration (Chloroquin-diphosphat: ca= 10 mM; Ammoniumchlorid:

caL = 500 mM; Leupeptin: caL = 1 mM) jeweils mit Medium angesetzt.

2.7.16 Transfektion humaner Zelllinien

Die Transfektion ist eine Methode zur Aufnahme von Nukleinsduren wie DNA oder RNA
in eukaryontische Zellen. Bei der in dieser Arbeit eingesetzten Form der Transfektion
handelt es sich um die Lipofektion, welche unter Serum-freien Bedingungen stattfindet.
Dies geschieht mit Hilfe kationischer Lipide, welche mit den negativ geladenen
Nukleinsduren Lipoplexe bilden und so schlieRlich eine Aufnahme in die Zelle Uber
Endocytose erfolgen kann.

Die Transfektionsexperimente dieser Arbeit wurden mit dem Reagenz Lipofectamine®

2000 (Life Technologies) an adhéarenten Krebszelllinien durchgefihrt. Abhangig von
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nachfolgenden analytischen Experimenten, wie Western Blot (2.8.2) oder Dual-
Luciferase-Assay (2.8.3), wurden am Vortag entweder 2,5 - 10° Skov3 Zellen in eine
12-Well Platte (Greiner Bio-One) oder 2 - 10* bis 3 - 10* HepG2 Zellen in eine 96-Well

Platte (Greiner Bio-One) ausgesat.

Fur die Transfektion von Skov3 Zellen in einer 12-Well Platte wurden zu Beginn 2 ul
Transfektionsreagenz und 98 ul Opti-MEM | - GlutaMAX™-| (Life Technologies) pro
Reaktionsansatz eingesetzt. Diese Lésung 1 wurde fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. In Lésung 2 wurden pro Reaktionsansatz 500 ng der verschiedenen Pim-1
cDNA Plasmid-DNA Konstrukte (2.5.1) gel6st und auf ein Endvolumen von 100 pl mit
Opti-MEM | - GlutaMAX™-| aufgefillt. Im Anschluss wurden beide Ldsungen 1:1
gemischt und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde das
Nahrmedium gegen Opti-MEM | - GlutaMAX™-| ausgetauscht. Danach wurden 200 pl
des LOsung 1/2- Gemisches zu jedem Well gegeben und der gesamte Transfektions-
ansatz fur 4 bis 5 Stunden im Brutschrank inkubiert (Co. Air-Jacketed Incubator,
NuAire™). AbschlieRend wurde durch erneuten Mediumwechsel die Transfektion
abgestoppt und ein Teil der Zellen mit Simvastatin (Sigma Aldrich) oder DMSO (Carl
Roth) fir 48 Stunden behandelt (2.7.11).

Fur die Losung 1 der Transfektion von HepG2 Zellen in einer 96-Well Platte wurden
0,2 pl Lipofectamine® 2000 (Life Technologies) mit 4,8 ul Opti-MEM | - GlutaMAX™-|
(Life Technologies) pro Reaktionsansatz gemischt und bei Raumtemperatur fir 5 min
inkubiert. Zur Herstellung der Lésung 2 wurden 100 ng der verschiedenen
pFR_HCV_xb-Plasmide (2.5.2) eingesetzt und auf ein Endvolumen von 5 ul mit Opti-
MEM | - GlutaMAX™-| aufgefiillt. Beide Losungen wurden 1:1 gemischt und fiir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde das IMDM Medium durch Opti-MEM | -
GlutaMAX™-| ersetzt und 10 pl des Losung 1/2- Gemisches zu jedem Well gegeben.
SchlieBlich verblieb der gesamte Transfektionsansatz flir 4 bis 5 Stunden auf den Zellen
bei 37°C (Co, Air-Jacketed Incubator, NuAire™). Nach Ablauf der Zeit wurde die
Reaktion durch Zugabe des Nahrmediums abgestoppt und ein Teil der Zellen mit
Simvastatin (Sigma Aldrich) (2.7.11), Mevalonat (Sigma Aldrich) (2.7.12) oder DMSO
(Carl Roth) fur 48 Stunden behandelt.

2.8 Protein Techniken
2.8.1 SDS PAGE

SDS PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis) ist eine Methode

zur Auftrennung denaturierter Proteine im elektrischen Feld. Das SDS dient als
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Detergenz und bindet an die Aminosauren des linearisierten Proteins. Dadurch lassen
sich diese nun negativ geladenen Proteine entsprechend ihrer Molekilmasse
auftrennen. Aufgrund verschiedener pH-Bedingungen zwischen Sammel- und Trenngel
kann eine gute Auflésung der Proteine erzielt werden [136]. Folgende Komponenten

wurden zur Herstellung von SDS-Gelen eingesetzt.

Tabelle 5: Pipettierschema von Mini-SDS-Gelen

Trenngel Sammelgel
10 % 12,5 % 15 % 4%
ax Lg":ﬂeéf’gg‘%(gs'gg”s‘ 4ml 4ml 4ml ;
4)_( Sammelgelpuffer (0,5 M ) ) ) 18ml
Tris-HCI pH 6,8; 0,6 % SDS) ’
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 5,3 ml 6,6 ml 8 ml 1ml
APS (10 %) 80 pl 80 pl 80 pl 24 yl
TEMED 20 pl 20 pl 20 pl 9l
ddH20 6,7 ml 5,3 ml 4 mi 4,7 mi
Gesamtvolumen 16,1 ml 16 ml 16,1 ml 7,53 mi

Die zu analysierenden Proteinproben wurden zunachst in 60-100 ul Lysepuffer (125 mM
Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 1,4 M B-Mercaptoethanol; 0,05 % Bromphenolblau)
aufgenommen, kurz auf dem Vortexer (neoLab 7-2020) geschdttelt und fur 5 min bei
95°C denaturiert (Biometra TB1 Thermoblock). Die Gelelektrophorese wurde im Bio-Rad
Mini-PROTEAN® 3 Cell Mini-Gelsystem (Bio-Rad) mit 1x SDS-Laufpuffer (192 mM
Glycin; 25 mM Tris-HCI; 0,01 % SDS) bei 140-180 V durchgefiihrt bis das
Bromphenolblau vollstandig herausgelaufen ist (fir 10 % und 15 % SDS-Gele) bzw. bis
das Bromphenolblau das untere Ende der Glasplatte erreicht hat (fur 12,5 % SDS-Gele).

2.8.2 Western Blot

Der Western Blot (WB) ist ein Immunblot, welcher zum Transfer von Proteinen aus
Polyacrylamidgelen auf eine Tragermembran entwickelt wurde [137]. Die Proteine
werden anschlieBend mit spezifischen Antikérpern inkubiert und mittels

Chemolumineszenz visualisiert.
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Fur das Experiment wurden jeweils 2,5 - 10° Zellen der verschiedenen Krebszelllinien in
einem Volumen von 2 ml Medium in einer 12-Well Platte ausgesat. Fur einen Western
Blot mit primaren Zellen erfolgte die Aussaat von 3-10° Monozyten in einem
Gesamtvolumen von 3 ml in einer 6-Well Platte.

Nach Beendigung der SDS PAGE (2.8.1) wurde das Gel in Transferpuffer (25 mM Tris-
HCI pH 8,3; 192 mM Glycin; 10 % Methanol) Gberfihrt und bis zum Aufbau des Blots
darin aufbewahrt um die Proteine in der Gelmatrix zu fixieren. Als Vorbereitung wurde
das Whatmann-Papier (Extra thick blot filter paper, Bio-Rad) ebenfalls mit Transferpuffer
inkubiert. Die Aktivierung der Immobilon®-P PVDF Membran (Merck Millipore) erfolgte
durch Inkubation in Methanol fir 15 sek. Anschliefend wurde die Membran fir 2 min
mit Wasser gewaschen und dann ebenso in Transferpuffer Uberflhrt. Der Proteintransfer
erfolgte mit Hilfe des Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) bei 10 V fiir 33
bis 45 min, abhangig von der Groé3e der zu blottenden Proteine. Im Anschluss daran
wurde die Membran flr 2 Stunden mit 5 % Milchpulver oder einem Gemisch aus 5 %
Milchpulver und 5 % BSA, gel6st in 1x TBST (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl;
0,1 % Tween 20), blockiert um Protein-freie Bereiche der Membran aufzufiillen. Dann
wurde die Membran tber Nacht bei 4°C mit einem spezifischen Erstantikorper (Tabelle
1) behandelt, woraufhin am nachsten Tag die Inkubation mit dem Zweitantikérper
(Tabelle 2) erfolgte. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde die Membran
jeweils 4 Mal mit 1x TBST gewaschen. Durch Uberschichtung der Membran mit Western
Lightning® Plus ECL Loésung (PerkinElmer) oder SignalFire™ ECL Reagent (Cell
Signaling) fur jeweils 2 min oder 1 min erfolgte die Umsetzung dieses Substrates durch
die am 2. Antikérper gebunden Horseradish Peroxidase (HRP). Zur Detektion der
Proteine mittels Chemolumineszenz wurden jeweils Carestream® Kodak® BioMax® light
Film, Carestream® Kodak® autoradiography GBX Entwickler und Fixierer (Kodak)
verwendet. Hierbei war die Expositionsdauer des Films abhangig von dem zu
analysierenden Protein und dem ECL Reagenz. Alternativ wurde das ChemiDoc™
Imaging System der Firma Bio-Rad zur Protein-Detektion eingesetzt.

Zur Detektion der Ladekontrolle (B-Aktin) wurde die Membran fir 30 min bei 50°C mit
Stripping-Losung (62,5 mM Tris-HCI pH 6,7; 100 mM B-Mercaptoethanol; 2 % SDS) im
Hybridisierungsofen inkubiert (Biometra OV3) und anschlieRend, wie oben beschrieben,
mit 5 % Milchpulverlésung blockiert. Die Behandlung der Membran mit dem Erst- und

Zweitantikorper erfolgte in einem Schritt.
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2.8.3 Dual-Luciferase Reporter Assay

Der Luciferase Reporter Assay ist eine Methode zur Untersuchung der Genexpression
auf transkriptioneller oder translationeller Ebene. Das Prinzip beruht auf der Umsetzung
von Luciferin zu Oxyluciferin mit Hilfe des Luciferase-Enzyms wobei es zur Lichtreaktion
(Chemilumineszenz) kommt. Der Dual-Luciferase Reporter Assay bedient sich zweier
verschiedener Luciferasen, der Firefly- und der Renilla-Luciferase, wobei Letzteres als
Transfektionskontrolle dient [138-140].

Fur das Experiment wurden 2 - 10* bis 3 - 10* HepG2 Zellen in einer 96-Well Platte mit
jeweils 100 ng der verschiedenen pFR_HCV_xb Plasmide (2.5.2) transfiziert (2.7.16)
und anschliefend mit 10 yM Simvastatin (Sigma Aldrich) (2.7.11), 10 yM Mevalonat
(Sigma Aldrich) (2.7.12) oder DMSO (Carl Roth) in einem Gesamtvolumen von 200 pl
Medium behandelt. Nach 48 Stunden wurde der Dual-Luciferase Assay entsprechend
dem Herstellerprotokoll (Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega, E1960)
durchgefiihrt. Die Lumineszenz-Messung erfolgte mittels der XFlour4 Software am
Safire?™ Mikroplatten-Lesegerat (Tecan). Hierbei wurden folgende Messparameter fiir
den Dual-Luciferase-Assay gewahlt: Messmodus: Lumineszenz; Integrationszeit:
1000 msek; Schitteldauer: 5 sek; Temperatur: 25°C; Platte: GRE96fb. Die Messung der
Firefly-Luciferase und der Renilla-Luciferase wurde gleichermalien durchgeflihrt.

Zur Auswertung der Daten wurden zunachst die ermittelten Werte der Firefly-Luciferase
durch die der Renilla-Luciferase dividiert. AnschlieBend wurde dieser Wert durch den
Mittelwert der Negativkontrolle (pFR_HCV_xb leer-HSV Promotor) (2.5.2.1) geteilt und

somit das Hintergrundsignal der Firefly-Luciferase herausgerechnet.

2.9 Allgemeine Nukleinsdure-Techniken

Nukleinsaure-Techniken kénnen flir DNA und RNA eingesetzt werden. DNA und RNA

Proben wurden in doppelt destillierten Wasser gelést und bei -20°C gelagert.

2.9.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Durch den aromatischen Ring der Base sind Nukleinsauren in der Lage ultraviolettes
Licht bei 260 nm zu absorbieren. Diese Wellenlange stellt deren spezifisches
Absorptionsmaximum dar. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am UV/VIS-
Spektrometer BioMate 3 (Thermo Spectronic) oder UV5Nano-Spektrometer (Mettler
Toledo) nach dem Prinzip des Lambert-Beerschen-Gesetzes (Gleichung 2). Dieses

beschreibt die Intensitatsabschwachung einer Strahlung durch die im Medium
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absorbierende Substanz, in Abhangigkeit von der Konzentration der absorbierenden

Substanz und der Pfadlange des Lichtstrahls.

Gleichung 2:

Ar=¢g-c-d

[Ax]: Absorption einer bestimmten Wellenlange des Lichtes (A)
[€]: molarer Absorptionskoeffizient (m?- mol ")

[c]: molare Konzentration (mol - I'")

[d]: Pfadlange des Lichtstrahls durch die Probe (m)

Fir die Bestimmung der Konzentration am UV/VIS-Spektrometer BioMate 3 wurde 1 pl
der zu analysierenden Probe mit 99 pl doppelt destillierten Wasser verdinnt und in einer
Quarzkuvette (10 mm, Hellma) gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung am Nano5-
Spektrometer wurden 1-2 pl der unverdiinnten Probe auf die Messflache gegeben.

Bei einer Absorption von 1 und einer optischen Pfadlange von 1cm ergeben sich

folgende Konzentrationen von Nukleinsauren bei einer Wellenlange von 260 nm.

1 Azs0 dsDNA entspricht 50 pg/ml
1 Azeo SSDNA entspricht 37 pg/ml
1 A2so RNA entspricht 40 pg/mi

Zur Ermittlung der Reinheit von Nukleinsdure-Proben kann das Verhaltnis Azeorso
herangezogen werden, da die aromatischen Aminosauren Licht bei 280 nm absorbieren.
Lésungen, die keine Protein- oder phenolische Verunreinigungen aufweisen, besitzen
ein Azsorzso Verhaltnis von ungefahr 1,8 fur DNA und ca. 2,0 flr RNA [121].

2.9.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt eine analytische Methode zur Auftrennung von
Nukleinsduren (2.9.2.1) oder Proteinen (2.8.1) in einem elektrischen Feld dar. Dabei
wandern die einzelnen Molekile in Abhangigkeit von ihrer GréRe, Struktur und Ladung.
Dies findet in einer Gelmatrix statt. Je nach Anwendung handelt es sich hierbei um
Polyacrylamid oder Agarose, das als Tragermedium dient. Dieses kann verschiedene
PorengréRen aufweisen, welche wiederum die Geschwindigkeit der Molekultrennung

beeinflusst.
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2.9.2.1 Agarosegelelektrophorese

1965 wurde die Auftrennung von Nukleinsauren in einem Agarosegel von R. Tsanev
erstmals beschrieben [141]. Dabei wandern die negativ geladene DNA- oder RNA-
Oligonukleotide im elektrischen Feld zur Anode, ermoéglicht durch deren Phosphat-
Ruckgrat. Hierbei steht die Ladung im direkten Verhaltnis zur Menge an Phosphat-
Gruppen der Nukleinsaurekette.

Im Verlauf dieser Arbeit kam die Agarosegelelektrophorese zur Analyse von DNA-
Plasmiden und PCR-Reaktionen zur Anwendung. Abhangig von der GréRe des zu
untersuchenden DNA-Molekdls wurde 0,4-2,0 % Agarose in 1x TBE-Puffer (89 mM Tris-
HCI; 89 mM Borsaure; 2 mM EDTA) aufgenommen und in der Mikrowelle erhitzt um die
Agarose zu losen. Dabei gilt, je groler das DNA-Fragment, desto niedriger ist die
verwendete Agarosemenge. Fur eine spatere Detektion der Nukleinsduren wurden nach
kurzem Abkihlen der Agarose-TBE-Losung noch 2-3 yl GelRed™ (10,000x; Biotium)
hinzugeflgt. Dieser fluoreszierende Farbstoff ist in der Lage in doppelstrangige DNA zu
interkalieren. Anschliefdend wurde alles in eine entsprechende Gelkammer (BioRad) der
GieRvorrichtung gegeben und der Kamm (BioRad) fir die Geltaschen eingesetzt. Nach
der Polymerisation der Agarose wurde die Gelkammer in eine Laufkammer (BioRad)
eingesetzt und diese mit 1x TBE-Laufpuffer bis zur Markierung befullt. Zum Beladen des
Agarosegels wurden die DNA-Proben mit 5x DNA-Ladepuffer (100 mM Tris-HCI pH 7,5;
50 mM EDTA pH 8,0; 70 % Glycerin (v/v); 0,05 % Bromphenolblau (w/v); 0,05 %
Xylencyanolblau (w/v)) auf eine 1x Lésung verdinnt. Standardmafig wurden ebenfalls
5 ul DNA-Marker (Tabelle 3) zur GréfRenanalyse der DNA-Molekile aufgetragen.
Danach liefen die Gele bei einer maximalen Spannung von 9-12 V/cm. Abschliel3end
wurden die Nukleinsauren nach Beendigung des Gellaufs in einer Geldokumentation

(Dark Hood DH-5; Biostep®) mittels ultravioletten Licht dargestelit.

2.10 RNA Techniken
2.10.1 RNA-Praparation

Zur lsolation von Gesamt-RNA aus humanen Zellen fir eine anschliefende cDNA-
Synthese und qPCR wurde das Nucleospin® miRNA Isolationskit der Firma Macherey-
Nagel verwendet. Gemal des Herstellerprotokolls 6.1 S+L konnten sowohl kleine RNAs
und mRNAs als auch das Gesamtprotein einer Probe aufgereinigt werden. Der DNase-
Verdau der Proben erfolgte jeweils fur mindestens 1 Stunde. Am Ende wurde die RNA
in 40 ul doppelt destilliertes, auf 90°C vorgewarmtes, RNase-freies Wasser aufge-

nommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.11 DNA Techniken
2.11.1 Plasmid Praparation

Zu Beginn wurden die DH5a Zellen der 3-5 ml Ubernachtkulturen bei 3000 rpm fiir 5 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Hierfir wurde zur lIsolierung der Plasmid-DNA
entsprechend dem Genejet™ Plasmid Miniprep Kit Herstellerprotokoll (Thermo
Scientific™) vorgegangen. Fir groRere Bakterienkulturansatze (200 ml) wurden
zunachst die transformierten DH5a Zellen bei 4000 rpm fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert
und anschlieRend die Plasmid-DNA nach 7.2 des Herstellerprotokolls (NucleoBond® PC
100 Plasmid Purification Kit; Macherey-Nagel) isoliert. Die aufgereinigte DNA wurde
schlieBlich in doppelt destilliertem Wasser aufgenommen und die Konzentration (2.9.1)

bestimmt.

2.11.2 Isolierung genomischer DNA aus Humanzellen

Die genomische DNA (gDNA) von HelLa Zellen wurde isoliert zur Klonierung der Pim-1
STAT3 BS Promotor-Konstrukte. Hierfiir wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit der
Firma Quiagen verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte mittels Sadulen nach dem Protokoll
»LAufreinigung von Gesamt-DNA aus tierischen Blut oder Zellen“ entsprechend den
Herstellerangaben. Fir die Praparation wurden 8-10°¢ Zellen eingesetzt. Nach der Elution
der Gesamt-DNA mit doppelt destilliertem Wasser wurde die Konzentration am Nano5-
Spektrometer (Mettler Toledo) bestimmt (2.9.1) um sie anschlieRend in einer PCR

einzusetzen (2.11.10.1).

2.11.3 5'-OH-Phosphorylierung von DNA

Zur Phosphorylierung des PCR-Produktes wurde die T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK)
von Thermo Scientific™ verwendet. Dieses Enzym besitzt eine 5'-Hydroxyl-
Kinaseaktivitat wodurch eine Phosphatgruppe von ATP auf das freie 5-OH-Ende von
DNA-Molekilen Ubertragen werden kann. Fur die Reaktion wurde folgender Ansatz

(Tabelle 6) verwendet.
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Tabelle 6: Phosphorylierung von DNA-Molekilen

Komponente Konzentration Einsatzmenge

PCR-Produkt - 10pl
Reaktionspuffer A 10x 2 ul
ATP 10 mM 2l
T4 PNK 10 U/pl 1l

ddH20 - aufgefullt auf 20 pl

Phosphorylierung fiir 25 min bei 37°C
Inaktivierung fir 10 min bei 75°C

2.11.4 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, welche doppelstrangige DNA an spezifischen
Erkennungssequenzen, auch Restriktionsschnittstellen genannt, schneiden. Diese
Erkennungssequenzen sind 4-8 Nukleotide lang und weisen ein palindromisches
Sequenzmotiv auf. Restriktionsendonukleasen sind vornehmlich in Bakterien und
Archeen zu finden und konnten in den 1970 Jahren isoliert werden [142, 143]. Es gibt
vier Typen von Restriktionsenzymen. Allerdings kommen in der Molekularbiologie
hauptsachlich Restriktionsenzyme des Typs Il zum Einsatz. Sie schneiden die
doppelstrangige DNA entweder versetzt, wodurch sich sogenannte klebrige Enden
bilden oder sie schneiden die DNA an gleicher Position, sodass glatte Enden entstehen.
Folgende, in der Tabelle 7 angegebenen, Restriktionsenzyme (Thermo Scientific™)

wurden fur die Klonierung verwendet.

Tabelle 7: verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz 5° — 3
FastDigest BamHI| G|GATCC
FastDigest Bglll A|GATCT
FastDigest EcoRI GJAATTC
FastDigest Hindlll AJAGCTT

47



Material und Methoden

Zur Klonierung des HSV TK negativen-Promotor-Konstruktes wurden fir den
Restriktionsverdau 2 uyg des pFR_HCV_xb Leerplasmides eingesetzt. Der Kontroll-
verdau wurde mit 300 ng Plasmid-DNA durchgefiihrt. Der Restriktionsverdau erfolgte
jeweils entsprechend den Herstellerangaben (Thermo Scientific™). Im Anschluss daran
wurden die Proben zur Analyse auf ein Agarosegel geladen und mit GelRed™ angefarbt
(2.9.2.1). Zur weiteren Verwendung wurde das DNA-Fragment aus dem Gel

ausgeschnitten und aufgereinigt (2.11.11).

2.11.5 Dpnl-Verdau von Plasmid-DNA

Da sich nach einer PCR-Reaktion noch Template-DNA in der Probe befindet, wird diese
mit Hilfe des Enzyms Dpnl fir weitere Klonierungsschritte abgebaut. Diese
Endonuklease ist in der Lage methylierte DNA zu verdauen, welche zuvor in Bakterien
Uberexprimiert wurde.

Fir den Dpnl-Verdau wurden 10 pyl des PCR-Ansatzes verwendet. Das Enzym (Dpnl
oder FastDigest Dpnl) wurde von Thermo Scientific™ bezogen und jeweils nach

Herstellerangaben eingesetzt.

2.11.6 Klenow-Fragment

Bei dem Klenow-Fragment (Thermo Scientific™) handelt es sich um das groRe Fragment
der DNA-Polymerase | von E.coli. Das Enzym besitzt eine 5 —3‘ Polymeraseaktivitat
und eine 3*—5‘ Exonukleaseaktivitat, jedoch keine 5'—3‘ Exonukleaseaktivitat. Mit Hilfe
dieses Enzyms wurden die nach einem Restriktionsverdau entstandenen klebrigen
Enden des linearisierten Plasmides am 3'-Ende abgebaut und am 5-Ende mit
Nukleotiden aufgefiillt, sodass glatte Enden entstehen. Die Reaktion erfolgte nach

folgenden angeflihrten Bedingungen (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Ansatz fir Klenow-Fragment Reaktion

Komponente Konzentration Einsatzmenge
linearisierte Plasmid-DNA 107,3 ng/pl 10 pl
Puffer Klenow-Fragment 10x 2yl
dNTPs 2mM pro Nukleotid 0,5 ul
Klenow-Fragment 10 U/l 0,5 pl

ddH20

aufgefillt auf 20 pl

Inkubation fiir 20 min bei 37°C

Inaktivierung fir 10 min bei 75°C

2.11.7 Ligation von Plasmid-DNA

Die Ligation ist ein zentraler Schritt bei der Klonierung von Plasmid-DNA. Hierbei werden
das freie 3‘-Hydroxy-Ende und das freie 5-Phosphat-Ende der Nukleinsduren mit Hilfe
der Ligase, durch Bildung einer Phosphodiesterbindung, verknUpft.

Bei der Ligation des pFR_HCV_xb leer-HSV Promotor-Konstruktes und des pFR-
HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut2 Konstruktes handelt es sich um eine Verknupfung
glatter Enden. Der Ligationsansatz fur beide Plasmid-Konstrukte wurde wie in den
Tabellen 9 und 10 beschrieben, durchgefiuhrt. Das Enzym und die entsprechenden

Puffer wurden von der Firma Thermo Scientific™ bezogen.

Tabelle 9: Ligationsansatz des pFR_HCV_xb leer-HSV Promotor Plasmid-Konstruktes

Komponente Konzentration Einsatzmenge
Plasmid-DNA (lgFR_HCV_xb leer-HSV 40 ng 0.4 l
romotor)
T4 DNA Ligase-Puffer 10x 5ul
PEG 4000 50 % 2,5l
T4 DNA Ligase 5 U/l 1ul

ddH20 - aufgefullt auf 50ul

Ligation Uber Nacht bei RT
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Tabelle 10: Ligationsansatz des pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut2 Plasmid-

Konstruktes
Komponente Konzentration Einsatzmenge
Dpnl-Verdau _der Plasmid-DNA ) 10 ul
(pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut2)
T4 DNA Ligase-Puffer 10x 2 ul
T4 DNA Ligase 5 U/pl 4l
ddH20 - aufgefullt auf 20pl

Ligation Uber Nacht bei RT

2.11.8 Gibson-Assembly

Beim Gibson Assembly handelt es sich um eine Exonuklease-basierte Methode zur
nahtlosen Assemblierung von DNA-Molekdilen in korrekter Reihenfolge. Die Reaktion
lauft unter isothermalen Bedingungen ab, wobei die 5'-Exonuklease, DNA-Polymerase
und DNA-Ligase zum Einsatz kommen. Durch die T5-Exonuklease werden die 5-Enden
des DNA-Doppelstranges partiell verdaut. AnschlieRend fiillt die DNA-Polymerase die
Lucken der annealenden Einzelstrang-Bereiche auf, sodass die DNA-Ligase die freien
Enden des nun doppelstrangigen Abschnittes verkniipfen kann [144].

Nach der Amplifikation des pFR_HCV_xb Leerplasmides und des Pim-1 Promotors aus
der genomischen DNA von HelLa Zellen mit den jeweils ca. 20 Nukleotid langen,
komplementaren Uberhéngen, erfolgte das Zusammenfiigen beider DNA-Fragmente
mittels des Gibson Assembly Mastermixes (New England BiolLabs). Hierflir wurden
78,77 ng (0,02 pmol) des amplifizierten Vektors verwendet. Zur Erhéhung der
Klonierungseffizienz wurden 201,1 ng (0,22 pmol) des Pim-1 Promotor-Fragmentes
eingesetzt um einen 2,5-fachen Uberschuss zu erreichen. Entsprechend den

Herstellerangaben wurde die Reaktion, wie in Tabelle 11 beschrieben, durchgefihrt.
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Tabelle 11: Gibson Assembly Reaktionsansatz

Komponente Konzentration Einsatzmenge
Vektor-DNA und Insert 279,87 ng (0,24 pmol) 3,2 ul
Gibson Assembly Mastermix 2X 10 ul
ddH20 - aufgefillt auf 20 pl
Inkubation fur 15 min bei 50°C

Im Anschluss an das Gibson Assembly erfolgte die Transformation (2.6.5) einer 1:4
Verdinnung des gesamten Ansatzes des pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS WT

Konstruktes in DH5a Zellen.

2.11.9 Reverse Transkription

Die reverse Transkription (RT) ist eine Methode zur Gewinnung von komplementarer
DNA (cDNA) aus einem RNA-Template. Katalysiert wird diese Reaktion von einem einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase. Urspringlich wurde
dieses Enzym in Retroviren entdeckt [145, 146], welche die Reverse Transkriptase zur
Replikation ihres Einzel(+)-strangigem RNA-Genoms bendtigen. Seither findet diese
Methode Einsatz in der Molekularbiologie bei der Durchfiihrung von PCRs aus RNA
generierter cDNA.

In dieser Arbeit wurde zur cDNA-Synthese die RevertAid H Minus Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific™) eingesetzt. Aufgrund einer Punktmutation in der Sequenz weist
dieses Enzym keine RNase H-Aktivitdt mehr auf. Dadurch kann die Template-RNA nicht
abgebaut werden und erhdht somit die Menge an Volllangen-cDNA. Weiterhin wurden
fur die reverse Transkription von mRNA-Molekiilen (messengerRNA) Random Hexamer-
Primer (Thermo Scientific™) verwendet. SchlieBlich erfolgte die Durchfiihrung der
cDNA-Synthese (Tabelle 12) entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls

(Thermo Scientific™).
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Tabelle 12: Reverse Transkription

Einsatzmenge (+)

Einsatzmenge (-)

Komponente Konzentration RT-Probe RT-Probe
RNA - 0,5-1 pg 0,5-1 ug
Random Hexamer-Primer 10 uM 2 ul 2 ul

ddH20 - aufgefillt auf 13 yl | aufgefiillt auf 14 pl

Inkubation fur 5 min bei 65°C
Zugabe des RT-Mastermixes bei 25°C
RT-Puffer 5x 4 ul 4 ul

10 mM (2,5 mM

dNTPs pro Nukleotid) 2u 2 ul

RevertAid H Minus
Reverse Transkriptase 200 Ui Tl .

Inkubation fur 10 min bei 25°C
cDNA-Synthese: 60 min bei 42°C
Inaktivierung: 10 min bei 70°C

Die cDNA-Proben wurden fur die Verwendung in der gPCR (quantitative Echtzeit-PCR)
mit doppelt destilliertem Wasser verdinnt. Bei einer Ausgangsmenge von 0,5 yg RNA
wurde die cDNA im Verhaltnis 1:0,75 mit Wasser gemischt. Wurde 1 ug RNA eingesetzt,
so erfolgte eine Verdinnung von 1:1,5 der cDNA mit Wasser. Die Proben wurden dann

bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert.

2.11.10 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR, wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt [147].
Es handelt sich hierbei um eine haufig eingesetzte molekularbiologische Methode zur
Vervielfaltigung von Nukleinsduren mit Hilfe der DNA-abhangigen DNA-Polymerase.
Dieses Enzym katalysiert in 5-3‘ Richtung die Synthese von DNA-Einzelstrangen,
Hierflr

bendtigt um am freien 3-OH-Ende des

welche komplementar zum DNA-Matrizenstrang sind. werden kurze

Oligonukleotide, sogenannte Primer,
Matrizenstranges die Neusynthese beginnen zu kénnen. Ein Vorteil dieser Methode ist
die geringe Menge an Ausgangsmaterial, dem Template, die fur die PCR eingesetzt
werden muss, da jeder neu synthetisierte DNA-Strang wiederum als Vorlage genutzt

werden kann.
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2.11.10.1 Amplifizierung genomischer DNA

Zur Klonierung des Pim-1 STAT3 BS Wildtyp Promotor-Konstruktes wurde der Pim-1
Promotor aus aufgereinigter genomischer DNA (gDNA) (2.11.2) aus Hela Zellen
pFR+Pim-1-Stat3Ffor,

pFR+Pim-1-Stat3Frev) besitzen je einen identischen Bereich sowohl zur Sequenz des

amplifiziert. Die dafir verwendeten Primer (Tabelle 21:
Vektors als auch zur Sequenz des Inserts. Dabei ist das 3'-Ende des Primers flr das
Annealing verantwortlich. Fir die PCR-Reaktion wurde folgender Ansatz (Tabelle 13)
pipettiert. Die Amplifikation der genomischen DNA erfolgte in einem PCR-Cycler der
Firma Biometra (T1 Thermocycler) und ist unter den aufgeflhrten Bedingungen in

Tabelle 14 abgelaufen.

Tabelle 13: PCR-Reaktionsansatz der gDNA

Komponente Konzentration Einsatzmenge
gDNA 10 ng 1l
GC-Puffer (Kapa Biosystems) 5x 5l
dNTPs 10 mM pro Nukleotid 0,75 pl
pFR+Pim-1-Stat3Ffor 10 uM 0,75 pl
pFR+Pim-1-Stat3Frev 10 uM 0,75 pl
aPATrIOV Pomese |y
ddH20 - aufgefullt auf 25 pl

Tabelle 14: PCR-Programm der gDNA

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Denaturierung 95°C 5 min 1
Denaturierung 98°C 20 sek

Annealing 60_7102 %éﬁrﬁﬁgf)m n 15 sek 25
Elongation 72°C 90 sek
Elongation 72°C 5 min 1
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2.11.10.2 Amplifizierung des pFR_HCV_xb Plasmides

Fur die Klonierung der Pim-1 STAT3 BS Promotor-Konstrukte erfolgte die Amplifizierung
des Plasmidbackbones pFR_HCV xb mit Hilfe der Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Scientific). Die hierfiir eingesetzten Primer (Tabelle 17) besitzen,
ebenso wie die fir die Amplifizierung der genomischen DNA, je einen identischen
Bereich zur Vektorsequenz und zur Sequenz des Inserts. Das 3'-Ende des Primers
hybridisiert mit der Template-DNA. Der fiir die PCR verwendete Ansatz ist in Tabelle 15

angeflhrt, sowie folgendes PCR-Programm in Tabelle 16.

Tabelle 15: PCR-Reaktionsansatz der pFR_HCV_xb Amplifizierung

54

Komponente Konzentration Einsatzmenge
Plasmid-DNA 5ng 0,42 ul
Phusion HF Mastermix 2x 25 yl
pFR+Pim-1-Stat3Vfor 100 uM 0,25 pl
pFR+Pim-1-Stat3Vrev 100 uM 0,25 pl
ddH20 - aufgefullt auf 50 pl

Tabelle 16: PCR-Programm der pFR_HCV_xb Amplifizierung

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Denaturierung 98°C 30 sek 1
Denaturierung 98°C 5 sek

30
Elongation 72°C 92 sek
Elongation 72°C 10 min 1
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Tabelle 17: verwendete Primer der pFR_HCV_xb Amplifizierung

Plasmid Primer-Name Primer-Sequenz 5‘— 3 Produktlange

5" aca tcc tgg agg ttg gga tgG
pFR+Pim-1-Stat3Vfor AAG ACG CCA AAA ACA
TAA AGA AAG
pFR_HCV_xb 5318 bp
. 5" atc ctg att tct ggg aag ggT
Py AGA TCT GTC GAG CCA
TGT GAG CAA AAG

Plasmid/Vektor-Sequenz ist in Grof3buchstaben dargestellt, Insert/Fragment-Sequenz ist in Kleinbuch-

staben abgebildet

2.11.10.3 In vitro Mutagenese

Die in vitro Mutagenese des Pim-1 STAT3 BS mut Promotor-Konstrukte erfolgte nach
dem Prinzip des Quik Change® XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies).
Die verwendeten Primer sind vollstandig komplementar zueinander, da sie an der
gleichen Stelle des Templates hybridisieren. Hierbei liegt der Bereich, der mutiert werden
soll, in der Mitte der Primer. Als Template wurden 5 ng des pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3
BS WT Plasmides fir die PCR eingesetzt.

Zur Klonierung des Pim-1 STAT3 BS mut2 Promotor-Konstruktes wurde eine in vitro
Mutagenese nach dem Prinzip der Site-Directed-Mutagenesis durch inverse PCR (Q5®
Site-Directed Mutagenesis Kit, New England BioLabs) durchgefuhrt. Die Substitution
erfolgte mit Hilfe des forward-Primers, wobei die Mutation wieder mittig des Primers
gelegen ist. Das 5'-Ende des reverse-Primers ist Rlicken-an-Ricken an das des forward-
Primers aneinander gelagert. Als Ausgangsplasmid wurden 3,9 ng des Pim-1 STAT3 BS

mut Promotor-Konstruktes fiir die PCR verwendet.

Die PCR beider Mutanten-Konstrukte wurde mittels der KAPAHiFi DNA-Polymerase
(Kapa Biosystems) entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Das jeweilige
PCR-Programm zur Amplifizierung beider Mutanten ist in den Tabellen 18 und 19
dargestellt. Die Schmelztemperatur der verwendeten Primer (Tabelle 20) wurde mit Hilfe
der Software SnapGene (2.12.4) ermittelt um im Anschluss die Annealingtemperatur fir
die PCR bestimmen zu kénnen. Hierfir wurde die nachstehende Gleichung angewendet

(Gleichung 3, Agilent Technologies).
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Gleichung 3:

Ta=Twm + GC-Gehalt — 675 — Anzahl der annealenden Nukleotide
N N

[Tal: Annealingtemperatur

[Tm]: Schmelztemperatur

[N]: Gesamtanzahl der Nukleotide

Tabelle 18: PCR-Programm des pFR_HCV_xb+ Pim-1 STAT3 BS mut Plasmides

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Denaturierung 98°C 3 min 1
Denaturierung 98°C 20 sek

Annealing 68°C 15 sek 25
Elongation 72°C 7 min
Elongation 72°C 5 min 1

Tabelle 19: PCR-Programm des pFR_HCV_xb+ Pim-1 STAT3 BS mut2 Plasmides
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Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Denaturierung 98°C 3 min 1
Denaturierung 98°C 20 sek

Annealing 62-7102 CSéEr:ﬁgque)nt n 15 sek 25
Elongation 72°C 7 min
Elongation 72°C 5 min 1
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Tabelle 20: verwendete Primer fir die in vitro Mutagenese

Primer-Sequenz 5‘—

Plasmid Primer-Name 3¢ Produktlange

5°CAT GGC TCG
ACA GAT CTA tac cta
cca cca gtc agg att cgc

pFR_HCV_xb+Pim- g tg

1 STAT3 BS mut ‘ 6633 bp
5' cac cag cga atc ctg

pFR+Pim-1-Stat3MutBS act ggt ggt agg taT

pFR+Pim-1-Stat3MutBS for

rev AGA TCT GTC GAG
CCATG
5°CAT GGC TCG
pFR+Pim-1- ACA GAT CTA tac cca
Stat3BSmut2for aat cgt gtc agg att cgc
pFR_HCV_xb+Pim- tgg tg

1 STAT3 BS mut2 6633 bp

5'TGA GCA AAA
Pim-1Stat3BSmut2rev2 GGC CAG CAA AAG
GCC

Plasmid/Vektor-Sequenz ist in Groflbuchstaben dargestellt, Insert/Fragment-Sequenz ist in Kleinbuch-

staben abgebildet

2.11.10.4 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung der klonierten Plasmid-DNA auf ihre Korrektheit, wurde eine Kolonie-
PCR durchgefuhrt. Daflir wurden mehrere Kolonien von einer LB-Agarplatte gepickt und
kurz in einen PCR-Ansatz getaucht. Die restliche Kolonie wurde in eine Ubernachtkultur
gegeben um am darauffolgenden Tag die Plasmid-DNA isolieren (2.11.1) zu kénnen.

Die Kolonie-PCR der Pim-1-STAT3 (BS) Promotor-Konstrukte wurde mit der KAPAHiFi
DNA Polymerase (Kapa Biosystems) entsprechend den Herstellerangaben
durchgeflihrt. Die daflr eingesetzten Primer und deren Sequenzen sind in Tabelle 21

aufgelistet.
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Tabelle 21: verwendete Primer fiir die Kolonie-PCR

Plasmid Primer-Name Primer-Sequenz 5‘— 3‘ | Produktliange
5°CAC ATG GCT CGA
pFR+Pim-1-Stat3Ffor CAG ATC TAc cct tcc
— cag aaa tcaggattcg
T 199709
55TTTATGTTITTTG
pFR+Pim-1-Stat3Frev GCG TCT TCc atc cca
acc tcc agg atg tcg
Seqfor-pFR+Pim-1Stat3 | ° CTC GAT TTT TGT
: GAT GCT CG
pFR_HCV_xb+Pim-
1 STAT3 BS mut 1508 bp
Seqrev-pFR+Pim- 5*CCGGGC CTTTCT
1Stat3 TTATGTTT
Seqfor-pFR+Pim-1Stat3 | ° CTC GATTTT TGT
: GAT GCT CG
pFR_HCV_xb+Pim-
1 STAT3 BS mut2 1508 bp
Seqrev-pFR+Pim- 5*CCGGGC CTTTCT
1Stat3 TTATGTTT

Plasmid/Vektor-Sequenz ist in Groflbuchstaben dargestellt, Insert/Fragment-Sequenz ist in Kleinbuch-

staben abgebildet

2.11.10.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR.
Allerdings erfolgt neben der Vervielfaltigung auch eine Quantifizierung von
Nukleinsduren. Diese Messung geschieht nach jedem PCR-Zyklus mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green | (Thermo Scientific™), welcher in der kleinen
Furche der amplifizierten doppelstrangigen DNA bindet. Da mit zunehmender Zyklenzahl
auch die Fluoreszenz ansteigt, wird der PCR-Zyklus ermittelt, bei dem sich die
Fluoreszenz erstmals deutlich vom Hintergrund unterscheidet. Dieser sogenannte Cs-
Wert (threshold-cycle) wurde spater zur Auswertung der PCR herangezogen.

Fur das qPCR Experiment wurden jeweils 2,5 - 10% Zellen der verschiedenen
Krebszelllinien in einer 12-Well Platte in einem Gesamtvolumen von 2 ml Medium
beziehungsweise 3 - 106 Monozyten in einem Volumen von 3 ml Medium in einer 6-Well
Platte ausgesat.

Die Messung erfolgte mit Hilfe des MyiQ™5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
oder Quant Studio 3 (Thermo Scientific™). Zur Amplifizierung der cDNA (2.11.10.5) der
verschiedenen Zelllinien wurde der Absolute SYBR Green | capillary mix der Firma
Thermo Scientific™ benutzt, welcher neben dem Fluoreszenzfarbstoff, auch die DNA-

Polymerase, dNTPs und Puffersalze enthalt. Die fur die PCR eingesetzten Primer sind
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in Tabelle 22 aufgelistet. Die PCR-Reaktion wurde, wie in Tabelle 23 aufgeflihrt,

angesetzt. Das entsprechende PCR-Programm ist in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 22: gqPCR-DNA-Primer

RNA

Transkript Primer-Name Primer-Sequenz 5‘— 3 Produktldnge

gPCR Pim-1 fwd | 5° ATC AGG GGC CAG GTTTTCT
Pim-1 73 bp
gPCR Pim-1rev | 5 GGG CCAAGC ACC ATC TAAT

gPCR B-Aktin fwd | 5 CCA ACC GCG AGA AGATGA

B-Aktin . 97 bp
GPCR B-Aktin rev 5°CCA GAG Gi(éTAC AGG GAT
Tabelle 23: qPCR-Reaktionsansatz fir mRNA
Komponente Konzentration Einsatzmenge
cDNA 1:1,5 oder 1:0,75 Verdinnung 5ul
Absolut SYBR Green | capillary mix 2X 10 ul
Primer fwd 100 uM 0,1 pl
Primer rev 100 uM 0,1 pl
ddHz20 - 4,8 ul
Tabelle 24: gPCR-Programm flir mRNA
Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95°C 15 min 1
95°C 10 sek
Amplifizierung 55°C 10 sek 55
72°C 10 sek
Schmelzkurve 65°C — 95°C 15 sek 1°C pro sek

Die Analyse der gPCR-Daten wurde mit Hilfe der iQ™5 Software (Version 2.0) von Bio-
Rad oder der QuantStudio™ Design & Analysis Software (Version 1.4.2) von Thermo
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Scientific™ durchgefiihrt. Damit konnten die 2°T-, 2¢T. und 2%2¢T-Werte, unter
Berticksichtigung von B-Aktin als internen Standard, zur quantitativen Auswertung der
mRNA Level nach Schmittgen und Livak [148] ermittelt werden. Zunachst erfolgte die
Bestimmung der ACT-Werte, indem der CT-Wert des internen Standards von dem des
Pim-1 subtrahiert wurde. Von diesem Wert der Statin-Probe wurde anschlielend der
ACT-Werte der DMSO-Kontrolle abgezogen und so der AACT-Wert erhalten. Weiterhin
erfolgte die Berechnung der Datenabweichungen mittels SEM (standard error of the
mean) und die Bestimmung der Genexpression bezlglich ihrer Signifikanz mit Hilfe des
Student’s t-test (Zweistichproben-t-Test, einseitig, gepaart). Zur Berechnung der

P-Werte wurden die 2*°"™-Werte herangezogen.

2.11.11 Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach PCR und Restriktionsverdau

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte zur Entfernung kleinerer Oligonukleotide
aus dem PCR-Ansatz (2.11.10). Die Elution von PCR-Reaktionen oder eines
Restriktionsverdaus (2.11.4) wurden nach Auftrennung in einem Agarosegel (2.9.2.1)
zur Isolierung des korrekten DNA-Fragmentes durchgefiihrt. Hierfir wurde das Wizard®
SV Gel and Clean-Up System von Promega eingesetzt. Dies erfolgte jeweils nach
Angaben des Herstellers. Fir die Aufreinigung der DNA nach einer PCR oder
Auftrennung im Agarosegel wurde jeweils der gesamte Ansatz verwendet und mit
entsprechendem Volumen Membrane Binding Solution versetzt. Die Elution der DNA
erfolgte mittels Zentrifugation Uber Saulchen und konnte anschlieliend fir weitere

Klonierungsschritte verwendet werden.

2.11.12 DNA Sequenzierung

Zur Uberprifung der erfolgreichen Klonierung wurden die Plasmide sequenziert. Dazu
wurden jeweils 50-100 ng/pl der Plasmid-DNA zu der Firma Seglab (Géttingen,
Deutschland) verschickt. Die DNA-Probe wurde auf 12 pyl mit doppelt destilliertem
Wasser aufgeflllt. Fir die Sequenzierung wurden zusatzlich 3 yl Primer (Tabelle 21)
hinzugegeben, mit einer Konzentration von 2 yM. Nach Abschluss der Sequenzierung
erfolgte die Uberprifung der Daten durch ein Alignment mit Hilfe des Programms
SnapGene (2.12.4).
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2.12 Software
2.12.1 Quantifizierung von Western Blots

a) Zur Auswertung der Western Blots wurde die Fiji Version des Bildverarbeitungs-
programms ImageJ verwendet. Dies ist ein in Java geschriebenes Programm, das 1987
von Wayne Rasband entwickelt wurde [149].

Die Quantifizierung des Western Blots (2.12.1) erfolgte durch die Messung der
Farbintensitaten der zu analysierenden Banden in einer TIF-Bilddatei. Hierfiir wurde eine
Messflache festgelegt, die immer flir die Analyse des gleichen Proteins verwendet
wurde. Danach wurde mit der Gel-Auswertungsfunktion das Hintergrundsignal
abgezogen und der Quotient aus den Messwerten der AUC (area under the curve) des
Zielproteins und der Ladekontrolle ermittelt. AbschlieRend erfolgte die Normierung der

Proben mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle, welche hierfir auf 1 festgesetzt wurde.

b) Die Detektion einiger Western Blots erfolgte mit dem Geldokumentationssystem
ChemiDoc™ der Firma Bio-Rad. Zur Auswertung wurde die dazugehorige Analyse-
Software Image Lab™ 6.0.1 eingesetzt. Hierbei wurde das Signal des Zielproteins

ebenfalls auf das der Ladekontrolle und der DMSO-Kontrolle normiert.

2.12.2 NCBI

NCBI (National Center for Biotechnology Information) ist die weltweit am meisten
genutzte Internetplattform zur Recherche von DNA-, RNA- und Protein-Sequenzen
verschiedener Spezies und Fachliteratur. NCBI ist unter anderem mit den Datenbanken
PubMed, zur Recherche wissenschaftlicher Artikel, GenBank und Human Genome
Resources verknipft. Die beiden zuletzt genannten Datenbanken wurden zur Analyse

der Pim-1 mRNA Sequenz und der Pim-1 Promotorsequenz herangezogen.

2.12.3 Vorhersage von Transkriptionsfaktor-Bindestellen
2.12.3.1 Homer

Bei der Software Homer [150] handelt es sich um ein Werkzeug zur Identifizierung von
vordefinierten Sequenzmotiven, beispielsweise flir Transkriptionsfaktor-Bindestellen.
Die Autoren stellen zudem eine Datenbank mit experimentell ermittelten Bindemotiven
von Proteinen, unter anderem fir Mensch, Maus, Drosophila, bereit. Fir die Analyse
kam die Version 3.12 zum Einsatz. Fir eine gegebene genomische Region werden
Ubereinstimmungen mit einem gewéahlten Suchmotiv mit einem ,score* bewertet. Dabei

stellt ein score von 10 die bestmdgliche Ubereinstimmung dar. Die fiir die Analyse
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verwendete Suchmaske definiert flr jede Position eines Motivs nicht nur welche Base
auftreten darf, sondern gewichtet auch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens und ist
damit sehr spezifisch. Dadurch konnte die STAT3-Bindestelle, mit einem score von 9,55,
innerhalb des 1 kb groRen DNA-Abschnitts mit dem darin befindlichen Promotor von
Pim-1 identifiziert werden. Diese ist 926 Nukleotide vor dem Startcodons der Pim-1
mMRNA lokalisiert.

2.12.3.2 ALGGEN

Der ALGGEN Webserver [151] bietet unter anderem Onlinezugriff auf verschiedene
bioinformatische Tools. Eines davon ist PROMO (v3.0.2), welches ahnlich zu Homer
Transkriptionsfaktor-Bindestellen fir einen gegebenen genomischen Bereich ermittelt.
Im Unterschied zu Homer ist die fur die Analyse verwendete Suchmaske gréber. So ist
fur jede Position definiert, welche Base auftreten darf, ohne dass dabei die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Base gewichtet wird. Die Anwendung ermittelt
ebenfalls die Ubereinstimmung mit der gefundenen Motivsequenz in Form eines ,score*-
Wertes. Dabei stellt ein score von 1 die bestmdgliche Ubereinstimmung dar. Zudem
werden gleichzeitig potentielle Bindestellen mehrerer Proteine erkannt. Mit PROMO
konnten neben zwei STAT3-Bindestellen noch weitere Bindestelle anderer

Transkriptionsfaktoren gefunden werden.

2.12.4 SnapGene

SnapGene (GSL Biotech) ist ein Programm flr viele molekularbiologische
Anwendungen. Durch die Visualisierung einzelner Klonierungsschritte, Darstellung unter
anderem von Plasmidsequenzen, Plasmidkarten und Sequenzalignments, sowie
Primern und Restriktionsenzymen wurde es zur Generierung der pFR-HCV_xb Plasmid-

Konstrukte eingesetzt
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3. Ergebnisse

Vorexperimente mit verschiedenen Statinen (Simvastatin, Atorvastatin, Lovastatin)
haben gezeigt, dass eine Einzelbehandlung in der Leberkarzinom-Zelllinie (HepG2),
Dickdarmkarzinom-Zelllinie (LS174T) und in primaren humanen Makrophagen eine
Verringerung der PIM1 Proteinlevel nach 48 Stunden bewirkt. Dieser PIM1 Knockdown
konnte nach Zugabe von Mevalonat, dem direkten Produkt der HMG-CoA Reduktase,
wieder aufgehoben werden. Zudem wurde die effektive Dosis der verschiedenen Statine
fur die jeweiligen Zellen bestimmt. Weiterhin konnte bereits eine Dosis-abhangige anti-
proliferative Wirkung von Simvastatin in HepG2 und LS174T Zellen nachgewiesen
werden.

Simvastatin stellt eines der gebrauchlichsten Statine mit einer hohen Effektivitat und
guten Vertraglichkeit dar [152], weshalb es zur Behandlung der Krebszellen bei diesem
Projekt eingesetzt wurde. Da Simvastatin in DMSO geldst vorliegt, wurden zur Kontrolle

ein Teil der Zellen in jedem Experiment ebenfalls mit DMSO versetzt.

3.1 Charakterisierung der Statin-vermittelten Regulation der PIM1 Kinase in

Krebszellen

Wie bereits erwahnt (1.2.2), kommt es durch den Einsatz von Statinen zur Hemmung
der HMG-CoA Reduktase, was eine Abnahme der Cholesterin-Biosynthese in der Leber
zur Folge hat. Dadurch erfolgt als Gegenmalinahme die verstarkte Expression von
SREBP-1 und -2 [34] sowie von miR-33a, welche zusammen mit dem Srebp-2 co-
transkribiert wird [35]. Zudem ist bekannt, dass Pim-1 ein Zielmolekil von miR-33a
darstellt, dessen Bindung zur Destabilisierung der Pim-1 mRNA fihrt (1.3.2) [71]. Somit
besteht ein direkter Zusammenhang zwischen Statinen, miR-33a und Pim-1, der

vermuten lasst, dass Statine den PIM1 Knockdown Gber miR-33a regulieren.

Zur Aufklarung des Einflusses von Simvastatin auf die Pim-1 3'-UTR sowie auf die
Bindung von miR-33a an die Pim-1 mRNA, erfolgte die ektopische Expression von
verschiedenen Pim-1 cDNA Konstrukten (2.5.1.-2.5.1.2) in Skov3 Zellen. Denn ein
Merkmal dieser Krebszelllinie ist die ausbleibende Expression des PIM1 Proteins, wie in
den ersten vier Spuren des in Abbildung 12 (a) dargestellten Western Blots zu erkennen

ist.
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Abb.12: PIM1 Western Blot nach Transfektion von pCMV6-XL4 PIM1 cDNA Konstrukten in Skov3 Zellen.
Die Zellen wurden entweder fiir 48 Stunden mit 5 uM Simvastatin oder DMSO behandelt. Die Inkubation der
Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der Simvastatin-Behandlung. Fur
jede Behandlung wurden jeweils 2 unabhangige Zellproben untersucht. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a)
Proben untransfizierter Skov3 Zellen, K562 Zellen als Positivkontrolle b) Transfektion des pCMV6-XL4 PIM1
(WT) cDNA Plasmids c) Transfektion des pCMV6-XL4 PIM1 A3'-UTR cDNA Plasmids d) Transfektion des
pCMV6-XL4 PIM1 3'mut33a cDNA Plasmids. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1:
1:500 UN, goat anti mouse IgG-HRP 1:4000 fiir 1 h; B-Aktin: B-Aktin AK und goat anti mouse IgG-HRP
jeweils 1:10000 fir 2 h.

Die Abbildungen 12 (b), (c) und (d) zeigen das Ergebnis der PIM1 Detektion nach
Transfektion drei verschiedener PIM1 cDNA Plasmide, deren Expression der Kontrolle
eines CMV-Promotors unterliegen. Wie auch schon in (a) wurden die Zellen entweder
mit Simvastatin oder DMSO flir 48 Stunden behandelt. Zu Beginn wird bereits deutlich,
dass Statine auch ektopisch exprimiertes Pim-1 herunterregulieren kdnnen, unabhangig
davon ob es sich hierbei um die Wildtyp (WT) Form (b) der Pim-1 mRNA, der Pim-1
mRNA ohne 3-UTR (c) oder der mit mutierter Bindestelle von miR-33a (d), handelt.
Denn bei einem Vergleich dieser Proben mit den jeweiligen DMSO-Kontrollen ist ein
reduziertes PIM1 Signal bei anndhernd gleichbleibenden B-Aktin-Leveln zu erkennen.
Da die in dieser Abbildung erkennbaren Statin-Effekte ohne Vorhandensein des Pim-1
Promotors detektiert werden konnten, kann eine Statin-bedingte Regulation von Pim-1
Uber die transkriptionelle Ebene in Skov3 Zellen ausgeschlossen werden. Zudem
ergeben sich erste Hinweise darauf, dass Statine ihre inhibitorische Wirkung auf Pim-1
nicht Uber dessen 3‘-UTR oder die Induktion von miR-33a vermitteln. Aus diesem Grund
wurden zur weiteren Aufklarung des Statin-vermittelten Knockdowns von PIM1
verschiedene Untersuchungen auf allen zellularen Regulationsebenen durchgefihrt.
Diese erfolgten in den Krebszelllinien HepG2 und LS174T, welche kein artifizielles

System, wie Skov3 Zellen, bezlglich PIM1 darstellen.
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3.1.1 Analyse des Statin-vermittelten Pim-1 Knockdowns auf transkriptioneller
Ebene

Die Transkription stellt eine der wichtigsten Ebenen zur Regulation der PIM1 Kinase dar,
welche Uber die Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren an den Promotor
erfolgen kann [61]. Seine Genexpression wird unter anderem durch Hormone und
verschiedene Cytokine gesteuert, die den JAK/STAT-Signalweg auslésen [61, 62].
Darlber hinaus kénnen weitere Transkriptionsfaktoren den Pim-1 Promotor binden und
somit dessen Transkription verstarken (1.3.1) [63]. Aus diesem Grund wurden sowohl
die mRNA Level von Pim-1 mittels RT-qgPCR als auch dessen Transkriptionseffizienz mit

Hilfe des Dual-Luciferase-Assays nach Simvastatin-Gabe bestimmt.
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Abb.13: RT-gPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level nach Simvastatin-Behandlung normiert auf
B-Aktin und DMSO. a) HepG2 Zellen inkubiert mit 10 yM Simvastatin Uber 24 h (n=6), 36 h (n=6) und 48 h
(n=14). b) Skov3 Zellen inkubiert mit 5 yM Simvastatin (n=7) und LS174T Zellen inkubiert mit 25 yM
Simvastatin (n=3) jeweils Uber 48 Stunden. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen
Volumenverhaltnissen entsprechend der jeweiligen Simvastatin-Behandlung und Dauer. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert + SEM von n unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanz der Expressions-

level ist als P-Wert folgendermalfien angegeben: *p< 0,05.

Die Abbildung 13 zeigt die 2*“T-Werte, welche den relativen Pim-1 mRNA Spiegeln
entsprechen. Das in (a) abgebildete Diagramm stellt die Pim-1 Expressionslevel in
HepG2 Zellen nach einer Simvastatin-Behandlung tber 24, 36 und 48 Stunden dar. Bei
Betrachtung der 24 Stunden Proben deutet sich eine schwache Hochregulation der
Pim-1 mRNA mit einem Mittelwert von 1,15 an. Auf Grund der Streuung der Werte
einzelner Proben zu diesem Zeitpunkt, kommt es zu einer hohen Standardabweichung
von 0,33. Nach 36 Stunden Simvastatin-Inkubation ist eine Verringerung der Pim-1

MRNA Level um 54 % zu erkennen. Hier kann allerdings keine signifikante Reduktion
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der Pim-1 mRNA Spiegel beobachtet werden, da die einzelnen Mittelwerte ebenfalls zu
stark variieren. Durch eine Statin-Behandlung um weitere 12 Stunden sinken die Pim-1
mRNA Level noch weiter und zeigen mit einem Wert von 0,35 eine signifikante Reduktion
von 65 %.

In Abbildung (b) sind die Pim-1 Expressionslevel nach 48 Stunden Simvastatin-Gabe in
den Skov3 (links) und LS174T Zellen (rechts) dargestellt. Die Skov3 Zellen zeigen
hierbei eine 2,5-fache, signifikante Zunahme der Pim-1 mRNA Spiegel im Vergleich zu
der fur die Normierung eingesetzten DMSO-Kontrolle. Interessant ist hierbei nicht nur,
dass die Pim-1 mRNA Level hochreguliert sind, sondern dass es generell zur
Transkription des Pim-1 Gens kommt. Denn wie aus der Abbildung 12 (a) bereits
hervorgegangen ist, wird die Pim-1 mRNA gar nicht oder nur in sehr geringer Menge
zum Protein translatiert, sodass PIM1 im Western Blot der Skov3 Zellen nicht detektiert
werden kann. In den LS174T Zellen hingegen sind die Pim-1 mRNA Level, wie auch in
den HepG2 Zellen, nach 48 Stunden Statin-Behandlung um 72 % signifikant erniedrigt
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.

Wie oben erwahnt, wird die transkriptionelle Regulation von Pim-1 vornehmlich Gber den
JAK/STAT-Weg gesteuert [61]. Dabei werden die STAT-Proteine durch JAK
phosphoryliert und dadurch aktiviert, woraufhin sie anschliefend in den Zellkern
wandern und als Transkriptionsfaktoren agieren. 2013 konnten Fang und Kollegen
zeigen, dass Simvastatin den JAK2/STAT3-Signalweg inhibiert [153]. Da STAT3 einen
wichtigen Transkriptionsfaktor zur Induktion des Pim-1 Gens in Krebszellen darstellt
[154], wurde die Bindung von STAT3 an den Pim-1 Promotor unter Statin-Einfluss mit
Hilfe des Dual-Luciferase-Reporterassays untersucht. Hierflir kam ein Dual-Luciferase-
Plasmid mit verschiedenen STAT3 Bindestellen-Varianten des Pim-1 Promotors zum
Einsatz (2.5.2.1-2.5.2.4). Dariber hinaus konnte mit Hilfe dieses Assays auch der
Einfluss von anderen Statin-regulierten Transkriptionsfaktoren auf die Transkription von

Pim-1 analysiert werden.
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Abb.14: Ubersicht der Bindestellen Statin-regulierter Transkriptionsfaktoren innerhalb des 1 kb gro3en DNA-
Abschnittes mit dem darin befindlichen Pim-1 Promotor stromaufwarts des Startcodons der Pim-1 mRNA.

Die Vorhersage dieser Transkriptionsfaktor-Bindestellen erfolgte mit Hilfe des ALGGEN Servers.

Die in Abbildung 14 dargestellte Ubersicht zeigt die verschiedenen Bindestellen diverser
Statin-regulierter Transkriptionsfaktoren, der vom Pim-1 Startcodon stromaufwarts
gelegenen DNA-Sequenz, welche fir den nachfolgenden Dual-Luciferase-Assay
(Abb.15) in das pFR_HCV_xb Plasmid kloniert wurde. Die Vorhersage dieser
Bindestellen erfolgte mit Hilfe des ALGGEN Webservers.

Wie aus dieser Abbildung 14 hervorgeht, handelt es sich bei den oben angegebenen
Statin-regulierten Transkriptionsfaktoren um den Tumorsuppressor p53 [21, 40], NF-kB
[21, 39, 40, 155], AP-1(activator protein) [21], dem Proto-Onkogen Myc [39, 40] und
SREBP-1 (sterol response element binding protein-1) [34, 39], welche die Transkription
induzieren koénnen. Zudem sind hier 2 ISFR/GAS-Sequenzen (gamma interferon
activation sequence) zu erkennen, welche Bindestellen flir die Transkriptionsfaktoren
STAT1 beziehungsweise STAT3 (signal transducers and activators of transcription)
darstellen [39, 40, 153]. Diese sind an den Positionen -78 und -926 lokalisiert und weisen
jeweils einen score von 0,71 und 0,75, eines mdglichen Maximalwertes von 1, auf. Der
niedrigste ,score“-Wert aller ermittelten Transkriptionsfaktor-Bindestellen stellt dabei die
STAT3-Bindestelle an der Position -78 dar. Allerdings konnte durch die Software Homer
nur die 926 Nukleotide vor dem Pim-1 Startcodon lokalisierte STAT3-Bindestelle
vorhergesagt werden. Da mittels Homer fur diese Bindestelle ein sehr hoher score von
9,55, bei einem mdglichen Maximalwert von 10, vorhergesagt wurde und das
STAT3-Bindemotiv an Position -78 hiermit nicht ermittelt werden konnte, erfolgte
lediglich die Analyse der STAT3-Bindestelle an Position -926 fur die Versuche des Dual-

Luciferase-Assays.
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Abb.15: Dual-Luciferase-Assay. a) STAT3-Bindestelle (BS) des Wildtyps (WT) und zwei verschiedener
Mutations-Varianten (mut, mut2). Die in Kleinbuchstaben abgebildeten Nukleotide stellen die flankierende
Sequenz der in Groflbuchstaben abgebildeten Konsensussequenz der STAT3-Bindestelle des Pim-1
Promotors dar. Rot gekennzeichnete Nukleotide wurden gegeniiber dem Wildtyp ausgetauscht.
Transfektion verschiedener pFR_HCV_xb Pim-1 Promotor-Konstrukte mit den oben dargestellten STAT3
Bindestellen-Varianten in HepG2 Zellen zur Messung der Transkriptionseffizienz (Firefly-Luciferase)
normiert auf die Renilla-Luciferase (Transfektionskontrolle) und das Firefly-Luciferase Hintergrundsignal
(pFR_HCV_xb Leervektor ohne HSV TK-Promotor). Die Zellen wurden fir 48 Stunden entweder mit b) + c)
10 yM Simvastatin (hellgrau) oder DMSO (dunkelgrau) und in d) mit 10 uM Simvastatin (hellgrau), 10 yM
Mevalonat (weil3), 10 uM Simvastatin + 10 uM Mevalonat (schwarz) oder DMSO (dunkelgrau) behandelt.

Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der jeweiligen
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Behandlung. b) Transfektion von pFR_HCV_xb +Pim-1 STAT3 BS WT, pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS
mut und pFR_HCV_xb Leervektor (n=4 bis 8). c) Transfektion von pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS WT,
pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut2 und pFR_HCV_xb Leervektor (n=32). d) pFR_HCV_xb+Pim-1
STAT3 BSWT, pFR_HCV_xb+Pim-1 STAT3 BS mut2 und pFR_HCV_xb Leervektor (n=3 bis 5). Der
pFR_HCV_xb Leervektor diente als Kontrolle des Statin-Einflusses auf das Plasmidbackbone. Die Daten

reprasentieren den Mittelwert £ SEM von n unabhangigen Zellproben.

Mit Hilfe des in Abbildung 15 dargestellten Dual-Luciferase-Assays kann die
Transkriptionseffizienz unter Berlcksichtigung der Bindung von STAT3 und anderer
Transkriptionsfaktoren an den Pim-1 Promotor ermittelt werden. Der circa 1 kb grof3e
Bereich stromaufwarts des Pim-1 Startcodons mit der darin befindlichen STAT3-
Bindestelle (BS) ist dem Firefly-Luciferase-Gen vorgelagert, sodass uber die Messung
des umgesetzten Substrates, Luciferin zu Oxiluciferin, durch die Firefly-Luciferase die
Transkriptionsaktivitat bestimmt werden kann. Demnach ist ein starkes Lumineszenz-
Signal bei der Analyse des Pim-1 Promotor-Konstruktes mit der Wildtyp (WT) STAT3-
Bindestelle nach DMSO-Behandlung zu erwarten, da hier der aktive, phosphorylierte
Transkriptionsfaktor STAT3 binden und die Expression induzieren kann. Nach
Simvastatin-Behandlung der transfizierten Zellen sollte die Expression der Firefly-
Luciferase und die damit gemessene Chemilumineszenz auf Grund geringerer Phospho-
STAT3 Level sinken, wenn der Statin-vermittelte Pim-1 Knockdown hiertber reguliert
wird. Durch eine Inkubation der Zellen mit Mevalonat oder der Doppelbehandlung von
Simvastatin und Mevalonat wiirde wieder eine Zunahme des Lichtsignals angenommen
werden, da Mevalonat das Endprodukt des gleichnamigen Syntheseweges, welcher
durch Statine inhibiert wird, darstellt. Bei dem Pim-1 Promotor-Konstrukt mit einer
mutierten STAT3-Bindestelle ist die Bindung des Transkriptionsfaktors nicht mdglich,
weshalb die Detektion eines schwacheren Lumineszenz-Signals im Vergleich zum Pim-1
Promotor-Konstrukt mit einer Wildtyp STAT3-Bindestelle bei DMSO-Gabe anzunehmen
ist. Erwartungsgemall wirde dieses Signal bei einer Statin-Inkubation unverandert
bleiben, weil die Bindung des STAT3 Transkriptionsfaktors weiterhin blockiert ist,
unabhangig von der Behandlung der Zellen. Allerdings sollte in diesem Zusammenhang
noch die Mdglichkeit des Vorhandenseins weiterer STAT3-Bindestellen oder der Einfluss
anderer, Transkriptions-induzierender Transkriptionsfaktoren, wie jene aus Abbildung
14, berlcksichtigt werden. Dabei ware unter Statin-Gabe eine gleichmaRig verringerte
Firefly-Luciferase-Expression beider Pim-1 Promotor-Konstrukte (Wildtyp und Mutante)
anzunehmen, was auf einen Statin-vermittelten Pim-1 Knockdown durch die

Herunterregulation von Transkriptionsfaktoren hindeuten wirde.
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Der in (b) abgebildete Dual-Luciferase-Assay zeigt nach Simvastatin-Gabe allerdings
eine erhohte Firefly-Luciferase-Expression des Pim-1 STAT3 BS WT Konstruktes im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Unter selben Bedingungen ist zudem eine annahernd
unveranderte Transkriptionsaktivitat des Pim-1 STAT3 BS mut Konstruktes erkennbar.
Dieses Promotor-Plasmidkonstrukt weist einen partiellen Basenaustausch der STAT3-
Bindestelle gegentiber der Wildtyp-Sequenz auf, wie aus der mittleren Sequenz der
Abbildung 15 (a) zu entnehmen ist. Dartiber hinaus wurde hier sogar eine circa 1,5-fach
gesteigerte Expression der Firefly-Luciferase nach DMSO-Behandlung der Zellen
detektiert. Weiterhin zeigt das Chemilumineszenz-Signal des Leervektors einen
induzierenden Einfluss von Simvastatin, da nach dieser Behandlung ein Anstieg der
Expression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu verzeichnen ist.

Der in Abbildung 15 (c) dargestellte Dual-Luciferase-Assay zeigt eine gleichbleibende
Transkriptionseffizienz des Pim-1 STAT3 BS WT Konstruktes nach Statin-
beziehungsweise = DMSO-Behandlung. Beim  Pim-1-Promotor-Konstrukt ~ mit
vollstandigem Basenaustausch der STAT3-Bindestelle (mut2) ist wie beim Pim-1 STAT3
BS mut Konstrukt eine verringerte Expression der Firefly-Luciferase nach Simvastatin-
Inkubation um ungefahr 0,7 im Vergleich zur DMSO-Behandlung der Zellen zu erkennen.
Des Weiteren scheint Simvastatin, anders als in Abbildung (b), eine reprimierende
Wirkung auf den Leervektor zu haben, denn unter diesen Bedingungen kann eine
deutliche Abnahme des Lumineszenz-Signals um das 2,1-fache detektiert werden.

Im Dual-Luciferase-Assay der Abbildung 15 (d) ist eine Zunahme der
Transkriptionsaktivitat der Firefly-Luciferase des Pim-1 STAT3 BS WT Konstruktes nach
Simvastatin-Gabe um circa 0,7 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu sehen. Die
Einzelbehandlung der HepG2 Zellen mit Mevalonat zeigt das schwachste
Chemilumineszenz-Signal des Pim-1 STAT3 BS WT Promotor-Konstruktes. Die
Transkriptionsaktivitat der Firefly-Luciferase des Pim-1 STAT3 BS WT Konstruktes nach
der Doppelbehandlung von Simvastatin und Mevalonat ist ahnlich hoch wie das bei
alleiniger Statin-Gabe. Dies kann auch fiur das Pim-1 STAT3 BS mut2 Konstrukt
beobachtet werden. Eine annahernd gleiche Expressionsrate der Firefly-Luciferase des
Pim-1 STAT3 BS mut2 Konstruktes ist ebenfalls nach der DMSO- und Mevalonat-
Behandlung zu erkennen. Zudem zeigt auch hier die Simvastatin-Behandlung eine
Erhdhung der Transkriptionseffizienz der Firefly-Luciferase um ungeféahr 0,3 im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Allerdings kann unter diesen Bedingungen eine 4-fache
Reduktion des Lumineszenz-Signals auf den Leervektor detektiert werden. Dadurch
kann die bereits in Abbildung 15 (c) dargestellte supprimierende Wirkung von
Simvastatin auf das Leerplasmid bestatigt werden. Das Chemilumineszenz-Signal der

Mevalonat-Inkubation sowie der Doppelbehandlung von Simvastatin und Mevalonat
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zeigen jeweils eine Abnahme um 2,9 und 1,8 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Jedoch
liegt das Expressionslevel der Firefly-Luciferase der Doppelbehandlung um das 2,2-
fache hoher als das nach Simvastatin-Behandlung der Zellen, was auf eine Aufhebung
der angenommenen abschwachenden Statin-Wirkung auf den Pim-1 Promotor

schliel3en lasst.

3.1.2 Analyse des Statin-vermittelten Pim-1 Knockdowns auf

posttranskriptioneller Ebene

Eine Mdglichkeit zur Regulation der Genexpression stellt der mRNA Abbau auf
posttranskriptioneller Ebene, vermittelt durch das 5-Ende oder die 3'-UTR, dar. Hierbei
kénnen neben miRNAs auch RNA-Bindeproteine an die 3-UTR binden und somit die
mRNA-Stabilitat beeinflussen [156]. Tristetraprolin, kurz TTP, ist ein RNA-Bindeprotein
vieler mRNAs. Eine Bindung in einem A/U-reichen Element (ARE) der 3'-UTR flhrt zur
Destabilisierung der mRNA.

Zur Validierung des Ergebnisses aus dem Transfektionsexperiment in den Skov3 Zellen
(Abb.12) bezuglich der Regulation der Pim-1 mRNA Stabilitat durch Statine, wurde der
Einfluss von Simvastatin auf die TTP-Proteinlevel in HepG2 und LS174T Zellen
untersucht. Denn andere Arbeitsgruppen konnten bereits zeigen, dass die Pim-1 mRNA
ein Zielmolekil von TTP darstellt [67, 119].
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Abb.16: TTP Western Blot nach 48 stiindiger Statin-Inkubation in HepG2 Zellen (Zugabe von 10 uM
Simvastatin: ,S“) und in LS174T Zellen (Zugabe von 25 uM Simvastatin: ,S“). Die Inkubation der Zellen mit
DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der jeweiligen Simvastatin-Behandlung. Bei
den Proben ,a“ und ,b*“ handelt es sich um unabhangige Zellproben, welche jeweils gleichen Bedingungen
unterlagen. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung erfolgte mittels Image Lab und ist unterhalb
der Abbildung dargestellt. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: TTP: 1:2000 UN, donkey
anti goat IgG-HRP 1:6000 fiir 30 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:20000 far 1h 45min.
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Der in Abbildung 16 dargestellte Western Blot zeigt die Detektion von TTP nach 48
Stunden Statin- oder DMSO-Inkubation in HepG2 und LS174T Zellen. Auf Grund der
leichten Schwankungen der B-Aktin Level zwischen der Statin- und DMSO-Behandlung
der Zellen, wurden zunachst die TTP-Proteinsignale auf die von B-Aktin normiert und
anschlielend die hieraus erhaltenen Werte der Statin-Proben durch die der
entsprechenden DMSO-Kontrollprobe geteilt. Bei einem Vergleich der DMSO-
Kontrollproben beider Zelllinien lasst sich erkennen, dass in HepG2 Zellen héhere TTP-
Proteinlevel vorliegen als in LS174T Zellen. Eine Gemeinsamkeit beider Zelllinien ist
jedoch die Abnahme des TTP-Signals in den Proben, die einer Statin-Behandlung
unterzogen wurden, im Vergleich zu denen der DMSO-Behandlung. Hierbei weisen die
Statin-Proben der LS174T Zellen eine Reduktion der TTP-Level von 32-38 % und die
der HepG2 Zellen von 52-61 % auf.

Da die RT-qPCR keinen Aufschluss dariber geben kann, ob eine Veranderung der
MRNA Level einer Inhibition der Transkription oder eines verstarkten mRNA Abbaus zu
Grunde liegt, bleiben die Statin-Effekte auf die Pim-7 mRNA in den HepG2 und LS174T
Zellen, in Abbildung 13, noch ungeklart. Einen mdglichen Hinweis konnte das
nachfolgende RT-qPCR Experiment in Abbildung 17 geben. Hierbei kam a-Amanitin zum
Einsatz, welches mit einer sehr hohen Sensitivitat gegenliber der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase 1l die mRNA Neubildung hemmt [132, 157]. Dadurch kdnnen
Ruckschlisse auf den Abbau der Pim-1 mRNA gezogen werden. Um deutliche Effekte
aus der Behandlung der HepG2 Zellen mit a-Amanitin und der Doppelbehandlung mit
Simvastatin + a-Amanitin erzielen zu kénnen, wurde der Inhibitor der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase |l bereits nach 24 Stunden Simvastatin-Prainkubation den Zellen
verabreicht, da zu diesem Zeitpunkt noch keine verringerten Pim-17 mRNA Level durch
den Einfluss von Statinen nachgewiesen werden kdénnen und somit eine mdgliche

Abnahme der Pim-1 mRNA Level durch a-Amanitin detektiert werden kann.
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Abb.17: RT-qPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level in HepG2 Zellen nach 24 h, 32 h und 36 h
normiert auf -Aktin und DMSO. Die Inkubation der Zellen mit 10 uM Simvastatin (dunkelgrau) erfolgte tber
die oben angegebenen Zeitrdume. Die Behandlung der Zellen mit 10 pg/ml a-Amanitin (weil3) oder 10 uM
Simvastatin + 10 yg/ml a-Amanitin (schwarz) wurde nach 24 h (n=6) iber weitere 8 h (n=3) und 12 h (n=3)
durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend
der jeweiligen Behandlung und Dauer. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £ SEM von n unabhangigen
Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermallen angegeben: *p< 0,05,
**p< 0,01.

Die RT-gPCR aus Abbildung 17 zeigt die relativen Pim-1 mRNA Spiegel in HepG2 Zellen
nach 24, 32 und 36 Stunden. Nach einer 24 stiindigen Simvastatin-Gabe von 10 yM ist
ein schwacher Anstieg der Pim-1 mRNA Level von 1,15 im Vergleich zur DMSO-
Behandlung zu erkennen. Jedoch weist dieser Mittelwert durch Schwankungen einzelner
Proben eine Standardabweichung von 0,33 auf. Bei langerer Inkubationszeit der Zellen
mit Simvastatin von 32 und 36 Stunden ist hingegen eine Abnahme der Pim-1 mRNA
Level um jeweils 36 % und 38 % zu verzeichnen. Durch die Zugabe von a-Amanitin nach
24 Stunden kommt es zur Hemmung der DNA-abhangigen RNA-Polymerase Il, wodurch
keine neue mMRNA mehr gebildet werden kann. Dies wird in den Proben der a-Amanitin-
Einzelbehandlung nach 8 und 12 Stunden deutlich. Hier kann eine signifikante
Verringerung der Pim-1 mRNA um 64 % nach 8 Stunden und 74 % nach 12 Stunden
detektiert werden. Die starkste Reduktion der Pim-1 mRNA Level ist jedoch nach der
Doppelbehandlung mit Simvastatin und a-Amanitin zu erkennen. Nach 8 Stunden sind
die Pim-1 mRNA Spiegel signifikant um 90 % vermindert im Vergleich zur DMSO-Probe

und nach 12 Stunden sogar um 94 %.
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3.1.3 Analyse des Statin-vermittelten Pim-1 Knockdowns auf translationeller

Ebene

Zur Bestimmung der Starke des eingangs erwahnten PIM1 Knockdown-Effektes auf
Proteinebene, wurden die Proben der HepG2- und LS174T Zellen nach 48 Stunden
Simvastatin-Behandlung, entsprechend der jeweiligen effektiven Dosis, in einen

Western Blot eingesetzt und anschlieliend quantitativ ausgewertet.
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Abb.18: PIM1 Western Blot nach 48 stiindiger Statin-Inkubation in a) HepG2 Zellen (Zugabe von 10 uM
Simvastatin: ,S“) und in b) LS174T Zellen (Zugabe von 25 yM Simvastatin: ,,S“). Die Inkubation der Zellen
mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der jeweiligen Simvastatin-Behandlung.
Bei den Proben ,a“ ,b“ ,c*und ,d* handelt es sich um vier unabhéngige Experimente, welche gleichen
Bedingungen unterlagen. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ
(HepG2 Zellen) oder Image Lab (LS174T Zellen) und ist jeweils unterhalb der Abbildung dargestellt. Der
Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: a) fiir die Proben ,a“ und ,b*: PIM1: 1:500 UN, anti
mouse IgG-HRP 1:5000 flr 45 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:30000 fir 2h. Fiir die
Probe ,c*: PIM1: 1:500 UN, anti mouse IgG-HRP 1:4000 fir 45 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP
jeweils 1:30000 fiir 2h. Fiir die Probe ,d*: PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-HRP 1:5000 fiir 50 min; B-Aktin:
B-Aktin AK und m-lgG BP-HRP jeweils 1:30000 fiir 2h. b) PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-HRP 1:5000 fiir
43 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:20000 fiir 1h 30min bis 2h 20min.

Die in Abbildung 18 dargestellten Western Blots der Zelllinien HepG2 (a) und LS174T

(b) zeigen jeweils die Detektion von PIM1 und der internen Kontrolle B-Aktin. Zur
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Beurteilung der Starke der Simvastatin-vermittelten Herunterregulation von PIM1
wurden diese Proteinlevel mit den dazugehérigen B-Aktin Proteinsignalen und der
ebenfalls normierten DMSO-Kontrolle berechnet. Bei Betrachtung der B-Aktin Level der
HepG2 und LS174T Zellen wird deutlich, dass diese in den DMSO-Behandlungen im
Vergleich zu den mit Simvastatin inkubierten Proben leicht erhéht sind. In beiden
Zelllinien sind die PIM1 Signale der DMSO-Proben deutlich hdher als die nach Statin-
Behandlung. Dies kann durch die Quantifizierung bestatigt werden. In den Statin-Proben
der HepG2 Zellen wurde eine Reduktion der PIM1 Proteinlevel von 62 bis 95 % im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle ermittelt. In den mit Simvastatin-behandelten LS174T
Zellen konnte, gegenuber Proben nach einer DMSO-Inkubation, eine Inhibition des PIM1
Proteinsignals von 46 bis 69 % bestimmt werden. Somit wird deutlich, dass der PIM1
Knockdown in der Leberkarzinom-Zelllinie, trotz einer geringeren Statin-Dosis, starker
ist als in der Dickdarmkarzinom-Zelllinie mit einer hdher eingesetzten Simvastatin-

Konzentration.

Translations-Initiationsfaktoren, wie zum Beispiel elF4E, aber auch die stark strukturierte
5-UTR und weitere regulatorische Sequenzabschnitte innerhalb der 5-UTR von Pim-1
kénnen dessen cap-abhangige Translation regulieren (1.3.3) [64, 72]. Deshalb wurde
der Einfluss von Simvastatin auf die Translationseffizienz von Pim-1 mittels Inhibition der

Translations-Elongation als auch tber die Analyse einer in vitro Translation untersucht.
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Abb.19: PIM1 Western Blot in HepG2 Zellen. Ein Teil der Zellen wurde flr 48 Stunden entweder mit 10 yM
Simvastatin (,S“, weil) oder DMSO und anschlieend fiir weitere 6 Stunden mit 10 yM Simvastatin (,S*,
weil}), 45 yM Cycloheximid (,C*, schwarz) oder 10 uM Simvastatin + 45 yM Cycloheximid (,S+C*, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
jeweiligen Behandlung Uber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) PIM1
Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:500 UN, m-lgG BP-HRP
1:4000 fir 45 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:30000 fir 1h 30min. b) Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels ImageJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf
B-Aktin und DMSO. c) RT-qPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level nach 48 h (n=3) und 48+6 h (n=6)
normiert auf B-Aktin und DMSO. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM von n unabhangigen

Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermaflen angegeben: **p< 0,01,

***p< 0,001.
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Zur Analyse der Translations-Elongation wurde das Antibiotikum Cycloheximid
eingesetzt. Dieses bindet an der Exit-Stelle in der grofien Untereinheit des Ribosoms
und verhindert dadurch das Lésen der deacetylierten tRNA, wodurch das Voranschreiten
der Translation inhibiert wird [133].

Der in Abbildung 19 (a) dargestellte Western Blot zeigt Proben der HepG2 Zellen nach
48 stlindiger Simvastatin-Prainkubation und einer weiteren Inkubation der Zellen von 6
Stunden mit jeweils Simvastatin, Cycloheximid, einer Doppelbehandlung von
Simvastatin und Cycloheximid sowie DMSO. Nach 48 sowie 54 Stunden einer 10 uM
Simvastatin-Gabe konnten geringere PIM1 Proteinlevel im Vergleich zur DMSO-Probe
detektiert werden. Hierbei wurde nach Quantifizierung des Western Blots (b) eine
Herunterregulation von PIM1 jeweils um circa 30 % nach 48 und 54 Stunden ermittelt.
Der erfolgreiche Einsatz von Cycloheximid ist sowohl im Western Blot (a) als auch im
Diagramm der Quantifizierung (b) zu erkennen. Durch die Inkubation der HepG2 Zellen
mit 45 uM Cycloheximid kann ebenfalls eine Verringerung des PIM1 Signals um 44 %
nachgewiesen werden. Die starkste Inhibition der PIM1 Translation ist in der Probe der
Doppelbehandlung von Simvastatin und Cycloheximid zu beobachten, wobei nur noch
ein schwaches PIM1 Proteinsignal detektiert werden kann, das eine Verminderung von
77 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle aufweist.

Zum Nachweis, dass die im Western Blot dargestellte Verringerung der PIM1
Proteinlevel der Cycloheximid- und Doppelbehandlungsprobe nicht aus bereits
reduzierte Pim-1 mRNA Spiegel resultieren, wurde eine RT-qPCR (c) als Kontroll-
Experiment durchgefiihrt. Diese zeigt 22*"-Werte, welche die relativen Pim-7 mRNA
Spiegel, nach Normierung auf die B-Aktin mMRNA Level und die 2-*°"-Werte der DMSO-
Kontrolle, reprasentieren. Hierbei wird deutlich, dass die mRNA von Pim-1 unter
Simvastatin-Gabe zu beiden Zeitpunkten eine signifikante Abnahme von 57 % aufweist.
Eine 6 stlindige Inkubation der HepG2 Zellen mit 45 uM Cycloheximid hat einen 3,4-
fachen Anstieg der Pim-1 mRNA Spiegel zur Folge. Bei der Behandlung mit Simvastatin
und Cycloheximid ist ebenfalls eine signifikante Zunahme der Pim-1 mRNA Level zu
erkennen. Diese ist zwar schwacher als die der Cycloheximid-Einzelbehandlung zeigt
aber dennoch eine Hochregulation um das 2,4-fache im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.
Demnach sind die im Western Blot (a) detektierten geringen PIM1 Signale der
Cycloheximid- und Doppelbehandlungsprobe nicht auf reduzierte Pim-17 mRNA Spiegel

zurtckzufiihren.
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Abb.20: PIM1 Western Blot in HepG2 Zellen. Ein Teil der Zellen wurde flr 48 Stunden entweder mit 10 uM
Simvastatin (,S“ weill) oder DMSO und anschlieend fur weitere 6 Stunden mit 10 yuM Simvastatin (,S*,
weil}), 60 uM Cycloheximid (,C*, schwarz) oder 10 uM Simvastatin + 60 yM Cycloheximid (,S+C*, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
jeweiligen Behandlung Uber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) PIM1
Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:500 UN, m-IlgG BP-HRP
1:4000 fur 45 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:30000 fir 1h 30min. b) Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels ImageJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf
B-Aktin und DMSO.

Um zu prifen ob sich der PIM1 Knockdown-Effekt noch verstarken lasst, wurde der in
Abbildung 19 durchgefiihrte Western Blot mit einer héheren Konzentration Cycloheximid
von 60 uM wiederholt.

Wie bei dem vorangegangenen Western Blot ist das PIM1 Level der 10 yM Simvastatin-
Probe der Abbildung 20 nach 48 Stunden um 30 % geringer als das der DMSO-Kontrolle.
Fir die Statin-Behandlung nach 54 Stunden kann sogar eine Abnahme des PIM1
Proteinsignals um 40 % verzeichnet werden. Bei Betrachtung des PIM1 Proteinlevels
nach einer 6 stindigen Inkubation von 60 yM Cycloheximid ist ebenfalls eine

Verringerung, gemessen an DMSO, um 67 % zu erkennen. Zudem lasst sich der
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synergistische, inhibitorische Effekt von Simvastatin und Cycloheximid aus der
Abbildung 19 nicht nur bestatigen, sondern wird durch die Zunahme der Cycloheximid
Konzentration sogar noch verstarkt. Die PIM1 Proteinlevel der Doppelbehandlungsprobe

weist hierbei eine Reduktion von 90 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle auf.

Die beiden nachfolgenden Abbildungen sollen die Untersuchungen zum Einfluss des
Statin-vermittelten PIM1 Knockdowns auf die Translations-Elongation in der
Dickdarmkarzinom-Zelllinie LS174T zeigen. Hierbei entsprachen das experimentelle
Vorgehen und die Versuchsauswertung dem der HepG2 Leberkarzinom-Zelllinie.
Lediglich die Simvastatin Konzentration wurde auf die effektive Dosis fir die LS174T

Zellen angepasst.
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Abb.21: PIM1 Western Blot in LS174T Zellen. Ein Teil der Zellen wurde fir 48 Stunden entweder mit 25 yM
Simvastatin (,S*, wei) oder DMSO und anschlie®end fir weitere 6 Stunden mit 25 yM Simvastatin (,S*,
weil}), 45 uM Cycloheximid (,C*, schwarz) oder 25 uM Simvastatin + 45 yM Cycloheximid (,S+C*, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
jeweiligen Behandlung Uber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) PIM1
Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-
HRP 1:5000 fur 40 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:20000 fir 2h 20min. b) Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels ImageJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf
B-Aktin und DMSO. c) RT-qPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level nach 48 h (n=3) und 48+6 h (n=6)
normiert auf B-Aktin und DMSO. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM von n unabhangigen

Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermaRen angegeben: *p< 0,05.
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Wie bei den Versuchen der HepG2 Zellen wurde zunachst das Experiment mit der
geringeren Cycloheximid Konzentration durchgeftihrt.

Im Western Blot (a) und dessen Quantifizierung (b) der Abbildung 21 ist zu erkennen,
dass das PIM1 Proteinsignal nach einer 25 uM Simvastatin-Prainkubation von 48
Stunden nur um 24 % schwacher ist als die entsprechende DMSO-Kontrolle. Jedoch ist
der Statin-vermittelte PIM1 Knockdown nach 54 Stunden mit einer Abnahme von 56 %
wieder deutlich sichtbar und starker als in den HepG2 Zellen. Nach einer 6 stiindigen
Cycloheximid-Behandlung der LS174T Zellen ist eine Verringerung des PIM1 Signals
von 13 %, gemessen an den PIM1 Leveln der DMSO-Kontrolle, zu erkennen. Damit ist
die Inhibition der Translation von PIM1 mit 45 uM Cycloheximid schwacher als in den
HepG2 Zellen. Allerdings kann in den LS174T Zellen, wie bereits in der Zelllinie HepG2,
die insgesamt starkste Abnahme des PIM1 Proteinlevels nach der Doppelbehandlung
von 25 uM Simvastatin und 45 uM Cycloheximid detektiert werden. Diese entspricht
etwa einer Verminderung um 70 % im Vergleich zur DMSO-Probe und ist somit &hnlich
stark wie in der Leberkarzinom-Zelllinie.

Wie bereits fur die HepG2 Zellen wurde auch fur die LS174T Zellen ein Kontroll-
Experiment durchgefuhrt. Mit Hilfe der RT-gPCR (c) sollte der Nachweis erbracht
werden, dass die geringen PIM1 Proteinlevel nach der Cycloheximid-Gabe und der
Doppelbehandlung der LS174T Zellen nicht auf reduziert Pim-1 mRNA Spiegel
zurlckzufuhren sind. Nach einer Simvastatin-Inkubation Uber 48 Stunden ist eine
signifikante Verringerung der Pim-1 mRNA Level von 72 % im Vergleich zur DMSO-
Probe zu erkennen, welche auch nach 54 Stunden Statin-Behandlung detektiert werden
kann. Jedoch liegt hier nur eine schwache Reduktion von 8 % der Pim-1 mRNA vor. Auf
Grund der Cycloheximid-Behandlung der Zellen kommt es zur Inhibition der Translation,
was zu einer 6,7-fachen, signifikanten Anreicherung der Pim-1 mRNA flhrt. Anders als
in den HepG2 Zellen ist das Pim-1 mRNA Level der Doppelbehandlungsprobe dem der
Cycloheximid-Einzelbehandlung annahernd gleich. Hierbei ist eine signifikante Zunahme
der Pim-1 mRNA Spiegel um das 6,4-fache im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu

verzeichnen.
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Abb.22: PIM1 Western Blot in LS174T Zellen. Ein Teil der Zellen wurde flr 48 Stunden entweder mit 25 yM
Simvastatin (,S“, wei) oder DMSO und anschlie®end fir weitere 6 Stunden mit 25 yM Simvastatin (,S*,
weil), 60 uM Cycloheximid (,C“, schwarz) oder 25 pM Simvastatin + 60 pM Cycloheximid (,S+C*, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
jeweiligen Behandlung Uber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) PIM1
Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-
HRP 1:5000 fir 40 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:20000 fir 1h 30min. b) Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels ImageJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf
B-Aktin und DMSO.

Auch in den LS174T Zellen wurde die Cycloheximid Konzentration auf 60 uM erhéht um
eine mogliche Verstarkung des Einzeleffektes und des synergistischen Effektes der
Doppelbehandlung von Simvastatin und Cycloheximid nachweisen zu kénnen. Die
Inkubation von 25 yM Simvastatin fir 48 und 54 Stunden zeigt eine Verringerung der
PIM1 Proteinmenge um jeweils ungefahr 30 % im Vergleich zu DMSO. Die verstarkte
inhibitorische Wirkung von Cycloheximid, mit einer Konzentration von 60 uM, auf die
PIM1 Translation wird in Abbildung 22 deutlich. Nach 6 Stunden Cycloheximid-
Behandlung der LS174T Zellen ist eine Abnahme der PIM1 Proteinlevel, verglichen mit

der DMSO-Kontrolle, von 46 % zu verzeichnen. Das insgesamt schwachste PIM1
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Proteinsignal lasst sich, wie in den drei Western Blots zuvor (Abb.19-21), nach der
Doppelbehandlung der Zellen mit Simvastatin und Cycloheximid mit einer Reduktion von
63 % im Vergleich zur DMSO-Probe detektieren.

Zur Bestatigung der Ergebnisse aus den Experimenten zur Inhibition der Translations-
Elongation aus den Abbildungen 19-22 wurde fir die Analyse des Einflusses von
Simvastatin auf die Translation das metabolic labeling zur Bestimmung der

Proteinneusynthese herangezogen.
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Abb.23: Metabolic labeling durchgefuhrt von Christin Muller (AG Ziebuhr der Justus-Liebig-Universitat
Gieflen) in a) HepG2 Zellen (n=3) und b) LS174T Zellen (n=4). Die Prainkubation der Zellen mit den
Zuséatzen Simvastatin (hellgrau), Mevalonat (weil), Simvastatin + Mevalonat (schwarz) oder DMSO
(dunkelgrau) in IMDM Medium erfolgte jeweils tber 48 Stunden. AnschlieRend wurde dieses Medium gegen
Methionin/Cystein-freies DMDM Medium mit den entsprechenden Zusatzen ausgetauscht und fir eine
1 Stunde inkubiert, bevor ein erneuter Wechsel des DMDM Mediums mit S35 Methionin/Cystein und den
entsprechenden Zusatzen und die Inkubation lber eine weitere Stunde erfolgte. Zur Analyse der Proben
wurden diese in gleicher Konzentration auf ein 12 %iges SDS-Gel geladen. Nach Beendigung der SDS-
PAGE wurde das Gel fir 2 Stunden mit Coomassie-Farbelésung (40 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,01 %
Coomassie Brilliant Blue R-250) inkubiert, mit 10 % Essigsaure wieder entfarbt, fir 1 Stunde fixiert (30 %
Methanol, 5 % Ethanol, 5 % Glycerol) und Uber einen Zeitraum von 1 Stunde bei 80°C getrocknet.
Abschliefiend wurde das Gel im Phosphorimager Typhoon 9200 (Amersham) ausgelesen und mit Hilfe der
Quantity One Software (BioRad) ausgewertet. Die Normierung der Werte erfolgte mittels Protein-
konzentration. Die Daten wurden in Relation zur DMSO-Kontrolle gesetzt und reprasentieren den Mittelwert
+ SEM von n unabhéngigen Zellproben, deren Signifikanz als P-Wert folgendermallen angegeben ist:
*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.
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Das in Abbildung 23 dargestellte metabolic labeling zeigt die bei der Translation
integrierte Menge des S*° Isotopes von Methionin, die Startaminoséure jedes neu
gebildeten Proteins, beziehungsweise Cystein in die Peptidkette der (a) HepG2 Zellen
und (b) LS174T Zellen. Der Einbau dieser radioaktiv markierten Aminosauren erfolgte
nach einer 48 stiindigen Prainkubation von jeweils Simvastatin, Mevalonat, Simvastatin
und Mevalonat oder DMSO. Diese Zusatze wurden ebenso dem Medium mit S3°
Methionin/Cystein hinzugefiigt, sodass der Einfluss von Simvastatin auf die
Proteinneusynthese analysiert werden konnte.

Mit Hilfe des Diagramms aus Abbildung 23 (a) der HepG2 Zellen kann beobachtet
werden, dass nach 48 Stunden die Menge an gelabeltem Gesamtprotein fur die
Simvastatin-, Mevalonat und Doppelbehandlungsproben signifikant héher ist als die der
DMSO-Kontrolle.

Abweichend stellt es sich fur die Dickdarmkrebs-Zelllinie LS174T (b) dar. Hier kann eine
signifikante Reduktion des S*® Gesamtproteins von 66 % nach 48 Stunden Simvastatin-
Gabe detektiert werden. Erwartungsgemal ist fir die Proben der Mevalonat- und
Doppelbehandlung nach 48 Stunden eine Zunahme translatierten Proteins im Vergleich
zur Simvastatin-Einzelbehandlung nachzuweisen. So ist eine ungefahre Verdopplung
der S* gelabelten Proteinmenge nach einer Inkubation von 25 uM Simvastatin und
25 uM Mevalonat zu erkennen. Dieses Ergebnis weist auf Grund des berechneten
P-Wertes von < 0,001 eine ebenfalls hohe Signifikanz auf. Ebenfalls kann die Aufhebung
des Statin-Effektes durch Mevalonat beobachtet werden. Die Menge an gelabeltem

Gesamtprotein ist mit 85 % um 51 % hoher als die der Simvastatin-behandelten Probe.

3.1.4 Analyse des Statin-vermittelten PIM1 Knockdowns auf posttranslationeller

Ebene hinsichtlich des Proteinabbaus

Uber die PIM1 Kinase ist bekannt, dass es sich hierbei um ein kurzlebiges Protein
handelt [55], dessen schneller Abbau im Proteasom durch Ubiquitinylierung [46] oder
Sumoylierung [76] eingeleitet wird. Weiterhin besteht auch die Vermutung, dass PIM1
moglicherweise im Lysosom degradiert werden kann (1.3.4) [46, 82]. Aus diesem Grund
wurde die hemmende Wirkung von Simvastatin auf die Regulation der Sumoylierung von

PIM1, sowie auf dessen proteasomalen und lysosomalen Abbau untersucht.
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Abb.24: Western Blot in HepG2 Zellen zum Nachweis von SUMO-1 und SUMO-2/3/4. Ein Teil der Zellen
wurde fur 48 Stunden entweder mit 10 uM Simvastatin (,S“, schwarz), 15 yM Simvastatin (,S“, weil) oder
DMSO behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen
entsprechend der jeweiligen Simvastatin-Behandlung. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. a) Western Blot. Der
Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: SUMO-1: 1:500 UN, m-IgG BP-HRP 1:4000 fir 1h
30min; SUMO-2/3/4: 1:500 UN, m-lgG BP-HRP 1:4000 fiir 1h 30min; B-Aktin: B-Aktin AK und
m-1gG BP-HRP jeweils 1:30000 fir 2h 10min. b) Die Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels

ImagedJ. Die Proteinlevel wurden normiert auf B-Aktin und DMSO.

Der in Abbildung 24 dargestellte Western Blot zeigt die Detektion der SUMO-Proteine
eins bis vier. Die Proteine SUMO-2,-3 und -4 lieRen sich dabei mit Hilfe eines Antikorpers
nachweisen. Generell fungieren diese Proteine in ahnlicher Weise wie Ubiquitin und
dienen unter anderem als Markierung flir den Proteinabbau. Somit ware fiir einen, tber
die Sumoylierung regulierten, Simvastatin-vermittelten Knockdown von PIM1 ein Anstieg
der Level dieser SUMO-Proteine zu erwarten.

Wie aus diesem Western Blot in Abbildung 24 (a) und (b) ersichtlich wird, trifft dies nicht
auf SUMO-1 zu, denn hier sind die Proteinsignale nach 48 Stunden Inkubation mit 15 yM
oder 10 yM Simvastatin jeweils 37 % und 13 % geringer als die der dazugehdrigen
DMSO-Probe. Jedoch ist nach der Quantifizierung des Western Blots fur die Proteine
SUMO-2,-3,-4 zu erkennen, dass mit 15 pM oder 10 yM Simvastatin-Behandlung diese
Proteinlevel im Vergleich zu DMSO jeweils um das 1,24-fache und das 1,29-fache erhéht

sind.

In den nachsten beiden Experimenten der HepG2 und LS174T Zellen sollte mit Hilfe des
Inhibitors Bortezomib analysiert werden ob Simvastatin den Abbau von PIM1 im
Proteasom beeinflusst. Dazu wurde jeweils ein Western Blot mit den Proben der beiden
Zelllinien durchgefuhrt und die Proteinsignale quantitativ ausgewertet. Zur Kontrolle,

dass die detektierten Proteinsignale von PIM1 nicht aus den mRNA Leveln resultieren,
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erfolgte die Behandlung der Zellen fir das RT-gPCR Experiment nach gleicher
Vorgehensweise wie flir die Proben des Western Blots. Zudem entsprach der
experimentelle Ablauf der Zellbehandlungen flr den Western Blot und der RT-gPCR

dem der Versuche mit Cycloheximid.
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Abb.25: PIM1 Western Blot in HepG2 Zellen. Ein Teil der Zellen wurde flr 48 Stunden entweder mit 10 uM
Simvastatin (,S% weill) oder DMSO und anschlieend fur weitere 6 Stunden mit 10 yuM Simvastatin (,S*,
weill), 1 uM Bortezomib (,B“, schwarz) oder 10 yM Simvastatin + 1 yM Bortezomib (,S+B“, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der

jeweiligen Behandlung Uber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) PIM1
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Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:500 UN, anti mouse IgG-
HRP 1:5000 fiir 45 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:30000 fir 2h. b) Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels Imaged. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf 3-
Aktin und DMSO. ¢) RT-gPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level nach 48 h (n=3) und 48+6 h (n=3)
normiert auf B-Aktin und DMSO. Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM von n unabhangigen
Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermalien angegeben: *p< 0,05,
**p< 0,01.

Bortezomib ist ein Inhibitor des eukaryotischen 26S-Proteasoms, wodurch der Abbau
von Proteinen [46], in diesem Fall von PIM1, verhindert wird und zur Anreicherung in der
Zelle fuhrt.

In Abbildung 25 (a) und (b) kann erneut eine Simvastatin-vermittelte Reduktion der PIM1
Proteinlevel von etwa 61 bis 73 % sowie eine signifikante Verringerung der Pim-1 mRNA
Spiegel (c) von uber 50 % Uber einen Behandlungszeitraum von 48 bis 54 Stunden
beobachtet werden. Wie erwartet, kommt es zu einer enormen Anreicherung des PIM1
Proteinsignals um das 2,7-fache nach 2 Stunden und das 2,6-fache nach 6 Stunden
Inkubation der HepG2 Zellen mit 1 uM Bortezomib im Vergleich zur DMSO-Probe. Nach
einer 6 stindigen Bortezomib-Gabe deutet sich eine schwache, 0,1-fache
Hochregulation der Pim-1 mRNA Level an. Auf Grund von Schwankungen der einzelnen
Bortezomib-behandelten Proben, kommt es zu einer Standardabweichung von 0,32,
sodass ein gleichbleibender mRNA Spiegel dieser Proben im Bezug auf die DMSO-
Kontrolle angenommen werden kann. Fir die 2 und 6 Stunden-Proben der
Doppelbehandlung von Simvastatin und Bortezomib ist auch eine Zunahme des PIM1
Proteinsignals um jeweils das 2,1-fache, gemessen an DMSO, zu erkennen. Die
dazugehorigen Pim-1 mRNA Level lassen eine geringe Herunterregulation vermuten. Da
diese Reduktion jedoch nur 8 % betragt und die Proben ebenfalls eine hohe
Standardabweichung von 0,13 aufweisen, ist auch hier nicht auszuschlieRen, dass die

Pim-1 mRNA Spiegel der Doppelbehandlung zur DMSO-Kontrolle unverandert sind.
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Abb.26: PIM1 Western Blot in LS174T Zellen. Ein Teil der Zellen wurde flr 48 Stunden entweder mit 25 pM
Simvastatin (,S“, weil) oder DMSO und anschlieend fiir weitere 6 Stunden mit 25 yM Simvastatin (,S*,
weil), 1 uM Bortezomib (,B“, schwarz) oder 25 yM Simvastatin + 1 yM Bortezomib (,S+B“, hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
jeweiligen Behandlung lber 48 Stunden oder 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) Western
Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-HRP 1:5000
fur 40 min; B-Aktin: B-Aktin AK und m-IgG BP-HRP jeweils 1:20000 fir 2h. b) Die Quantifizierung des
Western Blots erfolgte mittels ImagedJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf -Aktin und DMSO. ¢) RT-
gPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA Level nach 48 h (n=3) und 48+6 h (n=3) normiert auf -Aktin und
DMSO. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £+ SEM von n unabhangigen Zellproben. Die Signifikanz der

Expressionslevel ist als P-Wert folgendermalfien angegeben: *p< 0,05, **p< 0,01.
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Die Behandlung der LS174T Zellen des Western Blots der Abbildung 26 (a) und der RT-
gPCR (c) erfolgte in gleicher Weise wie fir die HepG2 Proben der Abbildung 25.
Lediglich die Simvastatin-Konzentration wurde mit 25 uM der Zelllinie angepasst.

Die PIM1 Signale der Simvastatin-Proben nach 48, 50 und 54 Stunden zeigen, anders
als im Experiment der HepG2 Zellen, nur eine leichte Reduktion von jeweils 11 %, 32 %
und 23 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die dazugehérigen mRNA Spiegel von
Pim-1 weisen hingegen eine 71 %ige, signifikante Reduktion nach 48 Stunden und eine
Abnahme von 66 %, mit einer Signifikanz von 0,01, nach 54 Stunden auf. Fir die
Proteinlevel von PIM1nach 2 und 6 Stunden Bortezomib-Gabe ist jeweils eine Zunahme
um das 1,32-fache und 1,2-fache im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Probe zu
erkennen. Somit ist die Anreicherung der PIM1 Kinase durch den Proteasom-Inhibitor
ebenfalls schwacher als zuvor in den HepG2 Zellen. Hier deutet sich fir die LS174T
Zellen nach einer 6 stindigen Bortezomib-Behandlung eine Abnahme der Pim-1 mRNA
Spiegel von 18 % an. Da die Mittelwerte dieser Proben groflen Abweichungen
unterliegen, ergibt sich eine Standardabweichung von 0,18. Die PIM1 Proteinlevel
erscheinen nach einer 6 stiindigen Doppelbehandlung der Zellen um das 0,25-fache
leicht hochreguliert im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle, wohingegen sich nach
2 Stunden eine geringe Herunterregulation des PIM1 Proteinsignals von 3 % andeutet.
Die Pim-1 mRNA Level der LS174T Zellen sind nach einer Inkubation mit Simvastatin

und Bortezomib signifikant um 73 % verringert.

Um zu prifen ob der Statin-Effekt méglicherweise mit einem lysosomalen Abbau von
PIM1 einhergeht, wurden HepG2 Zellen nach 48 Stunden einer Simvastatin-
Prainkubation mit verschiedenen Substanzen, die den Proteinabbau im Lysosom
inhibieren, versetzt. Anschlielend wurden die Proben in einem Western Blot analysiert

und die Proteinsignale quantitativ ausgewertet.
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Abb.27: Western Blot in HepG2 Zellen zum Nachweis von PIM1 und MAP LC3a/B. Ein Teil der Zellen wurde
fur 48 Stunden entweder mit 10 yM Simvastatin (,S“, weil}) oder DMSO und anschlieRend fir weitere 6
Stunden mit 10 yM Simvastatin (,S*, weil}), verschiedenen lysosomalen, inhibitorischen Substanzen
(dunkelgrau) oder 10 uM Simvastatin + verschiedenen lysosomalen, inhibitorischen Substanzen (hellgrau)
behandelt. Die Inkubation der Zellen mit DMSO erfolgte in gleichen Volumenverhaltnissen entsprechend der
Simvastatin-Behandlung Uber 48 Stunden und 48+6 Stunden. B-Aktin diente als Ladekontrolle. a) Western
Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000 UN, anti rabbit IgG-HRP 1:3000
fur 1h; MAP LC3a/B: 1:1000 UN, m-lgG BP-HRP 1:4000 fir 1h 40min; B-Aktin: B-Aktin AK und
m-1gG BP-HRP jeweils 1:30000 fiir 2h 30min. b) Quantifizierung des PIM1 Western Blots. ¢) Quantifizierung
des MAP LC3a/B Western Blots. Die Quantifizierung erfolgte jeweils mittels ImagedJ. Die Proteinlevel wurden
normiert auf B-Aktin und DMSO.

MAP LC3a/B (microtubule-associated protein light chain 3a/B) sind Membranproteine

des Autophagosoms, welches mit dem Lysosom zu einem sogenannten Autolysosom
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fusioniert [158]. Kommt es zum lysosomalen Abbau, so werden diese Proteine ebenfalls
degradiert und kénnen nicht langer detektiert werden [159]. Um den Proteinabbau des
Lysosoms zu blockieren, kénnen verschiedene Inhibitoren eingesetzt werden. So
neutralisiert Ammoniumchlorid (NH4CI) den pH-Wert des Lysosoms und Leupeptin
verhindert den Abbau von Proteinen durch Inhibition der Serin-, Cystein-Proteasen.
Zudem blockiert Chloroquin die lysosomale DNase, welches standardmalig fir
Versuche zur Hemmung des lysosomalen Abbaus eingesetzt wird [134].

Wie aus dem Western Blot der Abbildung 27 hervorgeht, ist PIM1 nach 48 und 54
Stunden Simvastatin-Gabe stark herunterreguliert im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.
Interessanterweise ist fir MAP LC3a/ etwa eine Halbierung der Proteinmenge nach
einer 48 stindigen Behandlung der Zellen mit Statin zu erkennen. Diese Reduktion des
Proteinsignals kann fur die 54 Stunden-Proben nicht mehr detektiert werden und liegt
nur noch bei 21 % verglichen mit der entsprechenden DMSO-Kontrolle, was darauf
hinweisen kénnte, dass Statine ebenfalls den lysosomalen Abbau férdern. Die PIM1
Proteinlevel liegen nach der 6 stindigen Zugabe beider Kombinationen lysosomaler
Inhibitoren (Chloroquin + Ammoniumchlorid und Chloroquin + Ammoniumchlorid +
Leupeptin) nur ungefahr im Bereich der DMSO-Proben oder scheinen mit 13 % hierzu
etwas herunterreguliert zu sein. Zudem kann eine starke Abnahme der PIM1 Level im
Bereich von 39 bis 79 % flr die Proben mit Simvastatin und Inhibitoren detektiert werden,
im Vergleich zu denen, die nur mit lysosomalen Inhibitoren inkubiert wurden. Dass der
lysosomale Abbau blockiert ist, kann durch eine generelle Zunahme der MAP LC3a/
Level fur alle mit den Inhibitoren behandelten Proben beobachtet werden. Die Proben,
die einer alleinigen Inkubation mit den inhibitorischen Substanzen unterlagen, ist ein 1,6-
bis 2,3-facher Anstieg dieser Proteinlevel zu erkennen. Fir die MAP LC3a/ Level jener
Proben, die sowohl mit lysosomalen Inhibitoren als auch mit Simvastatin behandelt
wurden, deutet sich ein leichter 0,04- bis 0,25-facher Anstieg im Vergleich zu den Proben

nach einer Einzelbehandlung mit den lysosomalen Inhibitoren an.

3.2 Analyse der Funktion von PIM1 in priméren Zellen

Zur Aufklarung der Funktion der PIM1 Kinase in primaren Zellen wurde diese in
Monozyten und Makrophagen verschiedener Blutspender auf mRNA- und Proteinebene
analysiert. Dabei lag der Fokus auf den Differenzierungsprozess der Monozyten zu
Makrophagen. Der Hauptregulationsweg hierfur ist der JAK/STAT-Signalweg [107],
welcher unter anderem durch die Cytokine Interferon-y (INFy) und GM-CSF
(granulocyte-macrophage-colony stimulating factor) ausgeldst wird. Es konnte gezeigt

werden, dass diese Signalkaskade zur Induktion der Pim-1 Transkription in Monozyten
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fuhrt [114]. Zudem ist bekannt, dass PIM1 bei der Differenzierung von Krebszellen
involviert ist [54].
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Abb.28: Monozyten/ Makrophagen des Spenders 1. Ein Teil der Zellen wurde an Tag O fiir einen Zeitraum
von 3 oder 12 Tagen entweder mit 30 ng/ml GM-CSF beziehungsweise 60 ng/ml GM-CSF (weil3) oder 18
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Stunden vor Zellernte Gber den Zeitraum von 5 bis 12 Tagen mit 100 ng/ml LPS + 20 ng/ml INFy (schwarz)
behandelt. a) PIM1 Western Blot. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000
UN, goat anti mouse IgG-HRP 1:4000 fiir 1h 25min; B-Aktin: B-Aktin AK und goat anti mouse IgG-HRP
jeweils 1:15000 fur 1h 30min. B-Aktin diente als Ladekontrolle. b) Die Quantifizierung des Western Blots
erfolgte mittels Imaged. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf B-Aktin. ¢) RT-qPCR Experiment.
Relative Pim-1 mRNA Level an Tag 3 (jeweils n=3), Tag 5 (n=3), Tag 7 (n=3), Tag 9 (n=3), Tag 12 mit LPS
+ INFy (n=3) und Tag 12 mit GM-CSF (n=2) normiert auf -Aktin und Tag 0 Monozyten (unbehandelt) (n=3).
Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM von n unabhangigen Zellproben. Die Signifikanz der

Expressionslevel ist als P-Wert folgendermalfien angegeben: *p< 0,05, **p< 0,01.

Die in Abbildung 28 dargestellten Experimente zeigen die mRNA und Proteinlevel der
PIM1 Kinase der Monozyten und Makrophagen des Blutspenders 1 Gber den Zeitraum
von 12 Tagen. Hierflir wurde ein Teil der Monozyten am Tag der Praparation (Tag 0) mit
GM-CSF uber 3 und 12 Tage behandelt. GM-CSF ist ein Kolonie-stimulierender Faktor
aus der Gruppe der Cytokine, der zur Makrophagen Stimulation des Typs M1 flhrt. Der
Ubrige Teil der Monozyten und Makrophagen wurde jeweils 18 Stunden vor Zellernte mit
einer Kombination aus Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon-y (INFy) behandel,
wodurch es zur Aktivierung der Makrophagen kommt [108]. Zur Einschatzung der
Auswirkungen der verschiedenen Substanzen auf die Expression der PIM1 Kinase in
Monozyten und Makrophagen, wurden am Tag 0 ebenso unbehandelte Monozyten
geerntet und auf mMRNA- und Proteinebene untersucht.

Wie aus dem Western Blot (a) und dessen Quantifizierung (b) in Abbildung 28
hervorgeht, ist das PIM1 Proteinsignal an Tag 0 sehr schwach. Die mRNA Level der
unbehandelten Tag 0 Monozyten wurden zur Normierung fir die RT-gPCR (c) der
anderen Proben herangezogen. Die ebenfalls unbehandelten Tag 3-Proben zeigen im
Vergleich zu Tag 0 nur eine geringe Zunahme der PIM1 Proteinlevel. Die mRNA Level
sind hier signifikant um 68 % herunterreguliert, verglichen mit den Monozyten an Tag 0.
Im Gegensatz dazu bewirkt eine GM-CSF-Behandlung von 30 ng/ml Uber 3 Tage eine
circa 8-fache Zunahme der PIM1 Proteinlevel im Verhaltnis zu den unbehandelten Tag
0-Proben. Die Pim-1 mRNA Spiegel entsprechen hierbei, mit einem Wert von 0,97,
annahernd denen an Tag 0. Fir die Proben vom Tag 5 und Tag 7, welche einer 18
stiindigen Doppelbehandlung mit LPS und INFy unterzogen wurden, kann jeweils eine
PIM1 Proteinmenge von ungefahr 0,4 und 0,5 detektiert werden. Diese liegen somit zwar
uber dem PIM1 Level der unbehandelten Tag 0- und Tag 3-Proben, sind aber geringer
als die an Tag 3 mit GM-CSF-Behandlung. Die Pim-1 mRNA Spiegel beider Proben
weisen eine signifikante Abnahme im Bereich von 55 % auf und liegen ebenfalls unter
dem Wert der mit GM-CSF behandelten Tag 3-Probe. An Tag 9 fallen die Proteinlevel

von PIM1 nach der Doppelbehandlung wieder stark ab und liegen etwa bei 0,1. Auch die
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Pim-1 mRNA Spiegel zeigen nur noch eine Reduktion von 11 %. Beim Vergleich der Tag
12-Proben mit GM-CSF oder LPS + INFy Behandlung kann auf Proteinebene fir die
Probe der Doppelbehandlung nur noch ein PIM1 Signal detektiert werden, dass dem der
unbehandelten Tag 0-Probe entspricht, wohingegen das PIM1 Level der Makrophagen
mit einer 60 ng/ml GM-CSF-Behandlung ungefahr 6-fach héher liegt als das der Proben
an Tag 0 und der Doppelbehandlung. Die Pim-1 mRNA Spiegel der Doppelbehandlung
sind wie bei den anderen Proben nach LPS + INFy Behandlung verringert, verglichen
mit den unbehandelten Tag 0 Monozyten. Hier kann eine signifikante Abnahme von 23 %
ermittelt werden. Jedoch wird fir die GM-CSF-Probe eine circa 5,5-fache Zunahme der
Pim-1 mRNA Level deutlich.
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Abb.29: Monozyten/ Makrophagen des Spenders 2. Die Zellen wurden an Tag O fiir einen Zeitraum von 10
Tagen mit 10 ng/ml GM-CSF behandelt. a) PIM1 Western Blot. Die a-Proben sind in dunkelgrau und die
b-Proben in hellgrau dargestelit. Der Western Blot erfolgte unter folgenden Bedingungen: PIM1: 1:1000 UN,
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goat anti mouse IgG-HRP 1:4000 fur 1h; B-Aktin: B-Aktin AK und goat anti mouse IgG-HRP jeweils 1:20000
fur 1h 50min. B-Aktin diente als Ladekontrolle. b) Die Quantifizierung des Western Blots erfolgte mittels
ImageJ. Die PIM1 Proteinlevel wurden normiert auf $-Aktin. c) RT-gPCR Experiment. Relative Pim-1 mRNA
Level an Tag 0 2h (n=4), Tag 1 (n=3), Tag 3 (n=3), Tag 5 (n=3), Tag 7 (n=3) und Tag 10 (n=3) normiert auf
B-Aktin und Tag 0 Monozyten (unbehandelt) (n=4). Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM von n
unabhangigen Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermalen angegeben:
*p< 0,05.

Die Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse des Western Blots (a), dessen Quantifizierung (b)
und der RT-gPCR (c) des Blutspenders 2. Die Monozyten und Makrophagen dieses
Spenders wurden Uber einen Zeitraum von 10 Tagen mit 10 ng/ml GM-CSF behandelt
um die Monozyten zu M1 Makrophagen zu differenzieren und den weiteren Einfluss
dieses Kolonie-stimulierenden Faktors auf Makrophagen zu analysieren.

Wie aus der RT-gPCR (c) hervorgeht, sind die Pim-1 mRNA Level nach 2 Stunden GM-
CSF-Behandlung signifikant um 16 % reduziert, im Vergleich zu den unbehandelten
Tag 0 Monozyten. An Tag 1 steigen diese um das 1,54-fache an. Die PIM1 Proteinlevel
sind hingegen nur schwach zu erkennen und nehmen an Tag 3 auch nur in geringen
Male zu, wie in Abbildung 29 (b) deutlich wird. Allerdings kommt es auf mMRNA-Ebene
zu einer Abnahme der Pim-1 Spiegel, welche mit einem Wert von 1,07 annahernd dem
der unbehandelten Proben an Tag 0 entspricht. Mit dem Beginn der Differenzierung der
Monozyten zu Makrophagen an Tag 5 [102] ist eine Verdopplung des PIM1
Proteinsignals, gegentber den Monozyten an Tag 3, zu erkennen. Die mRNA Level
steigen zudem auch wieder an und sind mit einem Wert von 1,38 signifikant hochreguliert
im Vergleich zur Pim-1 mRNA an Tag 0. Dies tragt moglicherweise dazu bei, dass die
Proteinlevel von PIM1 an Tag 7 deutlich um 0,6 erhoht sind. Zudem nehmen gegen Ende
des Differenzierungsprozesses die Pim-1 mRNA Spiegel wieder ab und liegen mit 1,07
bei dem gleichen Wert wie die mRNA Level der Tag 3 Monozyten. An Tag 10 verringern
sich die PIM1 Proteinspiegel der Makrophagen wieder auf das Niveau der Tag 1
Monozyten und gleichzeitig steigen die mRNA Level von Pim-1 wieder signifikant um

das 2,5-fache an.
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Abb.30: RT-gPCR Experimente mit Monozyten/ Makrophagen der Spender a) 3 und b) 4. Die Zellen der
Spender 3 und 4 wurden jeweils an Tag 0 fiir einen Zeitraum von 10 Tagen mit 10 ng/ml GM-CSF behandelt.
Relative Pim-1 mRNA Level an Tag 0 2h (Spender 3: n=3, Spender 4: n=5), Tag 1 (Spender 3: n=3,
Spender 4: n=5), Tag 3 (Spender 3: n=3, Spender 4: n=4), Tag 5 (Spender 3: n=3, Spender 4: n=4), Tag 7
(Spender 3 und 4: jeweils n=3) und Tag 10 (Spender 3 und 4: jeweils n=3) normiert auf f-Aktin und Tag 0
Monozyten (unbehandelt) (Spender 3: n=3, Spender 4: n=5). Die Daten reprasentieren den Mittelwert + SEM
von n unabhangigen Zellproben. Die Signifikanz der Expressionslevel ist als P-Wert folgendermalfien

angegeben: *p< 0,05, **p< 0,01.

Mit Hilfe der beiden RT-gPCR Experimente zwei weiterer Spender (a) und (b) aus der
Abbildung 30 kénnen die Ergebnisse der RT-qPCR aus Abbildung 29 (c) bestatigt
werden. Es wird aus beiden Diagrammen ersichtlich, dass wie bereits beim Spender
zuvor die Pim-1 mRNA im Verlauf der 10 Tage, bei einer Behandlung der Zellen mit
10 ng/ml GM-CSF, periodisch schwanken.

Zunachst fallt bei Betrachtung der Pim-1 mRNA Spiegel der Spenders 3 und 4 auf, dass
die des Spenders 4 generell etwas starker hoch- beziehungsweise runterreguliert sind
als die von Spender 3. Nach 2 Stunden GM-CSF-Behandlung der Tag 0 Monozyten ist
eine geringe Hochregulation von 1,09 der Pim-1 mRNA des Spenders 3 zu erkennen.
Fir den Spender 4 ist diese Zunahme der mRNA, verglichen mit den unbehandelten Tag
0-Proben, mit 1,3 sogar etwas hoher. Dies ist anders als flr den Spender 2 (Abb.29), wo
eine signifikante Abnahme der Pim-1 mRNA zu diesem Zeitpunkt detektiert werden
konnte. An Tag 1 ist ein leichter, aber dennoch signifikanter Anstieg der mRNA Level
beider Spender ersichtlich. Wiederum ist, im Gegensatz zu Spender 2, eine Reduktion
der Pim-1 mRNA Spiegel der Blutspender 3 und 4 nach einer 3 tagigen GM-CSF-
Behandlung jeweils um 12 % und 17 % zu sehen. Fur Spender 3 ist diese Verringerung
der mRNA signifikant. Fir die Monozyten der beiden Spender aus Abbildung 30 an Tag
5 wird, wie bereits fir Spender 2, mit Beginn des Differenzierungsprozesses eine
signifikante Erhéhung der Pim-1 mRNA Level von 2,3 fiir Spender 3 und 2,5 flir Spender
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4 deutlich. Diese sinken zwar an Tag 7 wieder signifikant fir beide Spender, liegen aber
etwas Uber denen der Tag 1 Monozyten. Fir die Makrophagen der Spender 3 und 4
kann an Tag 10 der GM-CSF-Behandlung wieder eine signifikante Steigerung der Pim-
7 mRNA Spiegel detektiert werden, was mit den mRNA Leveln des Spenders 2
Ubereinstimmt. Fir den Spender 3 konnten Werte der Pim-1 mRNA im Bereich der Tag
5-Proben ermittelt werden. Fir den Spender 4 sind allerdings mit einem 3,17-fachen
Anstieg die hdchsten Uber den gesamten Zeitraum gemessenen mRNA Level, im

Vergleich zu den unbehandelten Monozyten an Tag 0, zu verzeichnen.
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4. Diskussion

4.1 Sind Statine geeignete Medikamente fiir den Einsatz in der Krebstherapie?

Statine sind kompetitive Inhibitoren der HMG-CoA Reduktase und damit des
Mevalonatweges, aus dem nicht nur Cholesterin als wichtige Komponente der
Zellmembran hervorgeht, sondern auch Isoprenoide, die Uber Prenylierungen
(Farnesylierung, Geranylgeranylierung) posttranslationell Proteine modifizieren, die
wiederum essentiell fur die Aktivitat weiterer Signalkaskaden der GTPasen (Ras, Rac,
Rho) sind. Da diese Signalweiterleitung bei der Tumorentstehung und Entwicklung von
groRer Bedeutung ist, kdnnen Statine verschiedene Gewebefunktionen und spezifische
Signalwege der Apoptose, Proliferation, Zellwanderung und Tumorinvasion beeinflussen
[39]. Dadurch vermitteln Statine verschiedene anti-neoplastische oder pleiotrope Effekte
deren Wirkungsgrad abhangig ist von der Art beziehungsweise Struktur der Statine, die
eingesetzte Konzentration und Dauer der Statin-Behandlung, dem Vorhandensein
geeigneter Membrantransporter und die zu behandelnde Krebsart [21]. Hierbei
beeinflussen Statine hauptsachlich die molekularen Signalwege von PISK/AKT, der MAP
Kinase, des Transkriptionsfaktors NF-kB und anderer Serin/Threonin Proteinkinasen
[21], wie zum Beispiel PIM1, sodass mehrere Zielmolekile im Tumor adressiert werden
koénnen [39].

Interessanterweise beziehen Krebszellen Lipide fir ihre Membransynthese
hauptsachlich aus den gebildeten Stoffwechselprodukten des Mevalonatweges [160],
weshalb die Veranderung des Lipidstoffwechsels unter anderem ein Merkmal von
Tumoren darstellt [161, 162]. Diese Veranderung zeichnet sich durch eine Fehlregulation
beziehungsweise verstarkte Regulation des Mevalonatweges aus, denn entartete Zellen
bendtigen eine hohere Verfligbarkeit dieser Metabolite als die entsprechenden
gesunden Zellen [163]. Aus diesem Grund sind viele intrazellulare Signalwege der
Tumorzelle auf den Mevalonatweg abgestimmt, sodass das Uberleben der Krebszellen
und die Tumorprogression innerhalb des generell fehlregulierten Stoffwechsels
aufrechterhalten werden kann [39]. So ruft zum Beispiel eine Interaktion des
Tumorsuppressors p53 mit SREBP (sterol response element binding protein) eine
erhohte Expression der Gene des Mevalonatweges hervor [163]. Dies kénnte zum
Beispiel erklaren, dass der Statin-Effekt in schlecht differenzierten, malignen
Neubildungen starker ist als in gutartigen Tumoren und in gut differenzierten, bosartigen

Krebszellen, denn Letztere wachsen nicht so schnell beziehungsweise weisen einen
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ahnlichen Stoffwechsel wie gesunde Zellen auf, weshalb der Bedarf an Isoprenoiden
kaum erhoht ist [31, 164]. Allgemein reagieren gesunde Zellen weniger sensitiv auf die
anti-proliferativen Eigenschaften von Statinen, da sie im Vergleich zu malignen
Krebserkrankungen langsamer wachsen und somit ebenfalls einen geringeren
Verbrauch an Cholesterin und anderen Isoprenoiden haben [165]. Des Weiteren sind
Statine in der Lage durch Inhibition der Cholesterin-Biosynthese eine Konformations-
anderung des Glukosetransporters herbeizufiihren, da es sich hierbei um ein Protein mit
mehreren Transmembrandomanen handelt und dieses dann nicht langer Uber
Cholesterin mit der Membran assoziiert werden kann. Dadurch wird der Stoffwechsel der
Tumorzellen, welche einen erhéhten Verbrauch von Glukose aufweisen, eingeschrankt
[166]. Ein weiterer Vorteil von Statinen als mdgliches Krebsmedikament ist die
Verfugbarkeit dieses Arzneistoffes in oral verabreichbarer Form und die Kenntnisse von
Nebenwirkungen aus Langzeitstudien der Hypercholesterinamie-Therapie, sodass
Statine einfacher fur klinische Studien zur Krebsbehandlung zugelassen werden kénnen
[39]. So haben hydrophile Statine wie Pravastatin kaum Nebenwirkungen auf Nicht-
Leberzellen oder zeigen kaum unerwinschte Wechselwirkungen mit anderen
Medikamenten, auf Grund der spezifischen Aufnahme und Akkumulation dieser Statine
in der Leber sowie der unwesentlichen Metabolisierung durch das CYP-System
(Cytochrom-P450-System) [30, 167]. Weiterhin ist bekannt, dass Statine in geringen bis
moderaten Konzentrationen weniger toxisch sind als Zytostatika [21] und Krebszellen
gegenluber Chemotherapeutika [39] und Bestrahlung sensibilisieren [168]. Der Grad der
Zytotoxizitat von Statinen scheint zudem abhangig von der zu behandelnden Tumorart
[23].

Verschiedene in vivo Studien in Mausen konnten die in vitro Untersuchungen zu Brust-,
Magen-, Nieren- und Prostatakrebs hinsichtlich der erfolgreichen Inhibition des
Tumorwachstums und der Metastasenbildung unter Statin-Gabe bestatigen [21, 29].
Auch klinische Phase | und Il Studien, Populationsstudien sowie Metaanalysen diverser
Studien verschiedener Krebsarten konnten zeigen, dass die Einnahme von Statinen vor
und nach der Krebsdiagnose die Uberlebenschancen von Patienten steigert [169]. So
konnte bei Patienten mit Prostata-Karzinomen beobachtet werden, dass das Risiko der
Tumorprogression, einschlieRlich der Metastasenbildung, sinkt und die Uberlebensquote
von Patienten mit einer kombinierten Strahlentherapie erhéht ist [169, 170]. Bei
Brustkrebsstudien konnten ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Hier wurde eine
verringerte Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens des Tumors und Voranschreitens
der Tumorerkrankung bei Einnahme lipophiler Statine beobachtet [171-173]. Allerdings
konnte weder fir Prostata- noch fir Brustkrebs durch eine Statin-Behandlung ein

praventiver Erfolg erzielt werden [21, 22]. Hingegen haben Fall-Kontroll-Studien und
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Kohorten-Studien von Patienten mit einem hepatozellularen Karzinom nachgewiesen,
dass die Statin-Einnahme allgemein mit einem reduzierten Risiko von Leberkarzinomen
assoziiert ist [174, 175]. Widersprichlich hierzu sind allerdings die Ergebnisse zu
Untersuchungen kolorektaler Karzinome. Metaanalysen von 42 Studien konnten nur
eine moderate Abnahme des Krebsrisikos aufzeigen, welches sich auch bei einer
Langzeit-Einnahme von Statinen nicht weiter verringerte [176].

Trotz diverser vielversprechender Ergebnisse, die aus klinischen Studien der
Monotherapie mit Statinen hervorgegangen sind, liegt hierfir die bendtigte Statin-Dosis
zur Hemmung des Wachstums und Induktion der Apoptose oft sehr hoch (orale
Lovastatin-Dosis =25 mg/kg Korpergewicht [177]) und ist daher mit starken
Nebenwirkungen verbunden. Deshalb wurden Studien zu Kombinationstherapien von
Statinen mit Bestrahlung oder anderen Medikamenten, meist Zytostatika, durchgefihrt
um durch einen zu erwartenden synergistischen Effekt eine hdhere Effizienz der Anti-
Tumor-Effekte zu erzielen und die Einsatzmenge beider Arzneimittel verringern zu
kénnen. Dies konnte bereits fur einige Tumormodelle durch in vitro und in vivo
Untersuchungen in der Maus mit Cisplatin [178], 5-Fluorouracil [179] und Doxorubicin
[180] gezeigt werden. Jedoch ist die Auswahl mdglicher Kombinationstherapeutika
dadurch begrenzt, dass vor allem lipophile Statine aber auch zahlreiche, konventionelle
Zytostatika Uber das CYP-System in den Leberzellen metabolisiert, also entweder in ihre
aktive Form umgewandelt oder abgebaut werden. Dadurch kann es zum
eingeschrankten Stoffwechsel kommen, was mit einer verringerten Wirkung von
sogenannten Prodrugs oder mit einer Anreicherung der Medikamente einher geht und
damit zu vermehrten Nebenwirkungen fihren kann [21, 29]. Aus diesem Grund ergaben
Studien zu Kombinationstherapien mit Simvastatin und den zytostatischen Prodrugs
Cisplatin, Gemcitabin oder Capecitabin, einer Vorstufe von 5-Fluorouracil, bei Patienten
mit Magenkrebs oder Bauchspeicheldriisenkrebs keine positiven Ergebnisse hinsichtlich
verstarkter Anti-Tumor-Effekte [181, 182]. Zudem hat die Analyse einer Intensiv-Dosis-
Einzeltherapie mit Atorvastatin oder Simvastatin ergeben, dass hohe Statin-
Konzentration zu einem verstarkten Risiko von Abweichungen der Leberfunktion flhren
[183]. Dies kann erhdhte Leberenzym-Werte oder eine Hepatotoxizitat zur Folge haben
[21, 22]. Eine Metaanalyse mit niedrigen und mittleren Statin-Dosen hat hingegen kein
signifikant erhdhtes Risiko bezlglich der Entwicklung von Lebererkrankungen aufdecken
konnen [184]. Darlber hinaus koénnen Statine zur Ausbildung weiterer ernsthafter
Nebenwirkungen wie Muskelerkrankungen und Diabetes flhren, was in Metaanalysen
von 90 verschiedenen Studien aufgezeigt werden konnte [21, 29, 185]. Andere Studien
haben sogar postuliert, dass durch die Einnahme von Statinen ein erhdhtes Risiko zur

Krebsentstehung besteht [186, 187], was jedoch wieder in Frage gestellt wurde, da in
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diesen Untersuchungen die Pradisposition zur Krebserkrankung nicht berlicksichtig
wurde [188].

Im Allgemein lasst sich sagen, dass Statine beziglich des Einsatzes bei
schwerwiegenden Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems, unter anderem hervor-
gerufen durch Hypercholesterinamie, sowie bei der Behandlung einiger Tumorarten
erheblich zur Minderung der Beschwerden beitragen. Eine Heilung von Krebs-
erkrankungen konnte allerdings bisher nicht erzielt werden. Die bislang erzielten
divergenten Ergebnisse aus verschiedenen Studien ermdglichen derzeit keine
Zulassung von Statinen als Medikamente zur Behandlung von Krebs. In einigen Féllen
konnte das Voranschreiten des Tumors gestoppt und damit die Sterblichkeitsrate von
Krebspatienten reduziert werden. Auch in vitro Experimente haben bei einer typischen
Statin-Dosierung von 2-40 uM Anti-Tumor-Effekte aufzeigen kénnen. Andere Studien
der Monotherapie oder der Kombinationstherapie konnten allerdings keine
entsprechenden Effekte belegen oder waren teilweise mit starken Nebenwirkungen
verbunden. Dennoch erscheint generell das Risiko schadlicher Nebenwirkungen
bezlglich der Leber und Muskulatur relativ klein zu sein im Vergleich zu den Vorteilen,
die durch Statine erhalten werden. Somit bleibt die wichtige Frage zur optimalen
Krebstherapie mit Statinen noch ungeklart. Aus diesem Grund besteht auch weiterhin
ein grolles Forschungsinteresse hinsichtlich der Aufklarung der molekularen
Mechanismen, die durch Statine in Tumorzellen moduliert werden, damit die
beobachteten Effekte mechanistisch besser verstanden werden konnen. Welches Statin,
in welcher Dosis, fir welche Krebsart am besten geeignet ist, ist weiterhin eine relevante
Fragestellung. Ein Ansatz hierflr ist die Bestimmung der Expressionsrate diverser
Biomarker, wie die der HMG-CoA Reduktase, des IGF-1 (insulin-like growth factor 1)
Rezeptors sowie der MAP Kinase, um somit eine vertragliche Konzentration von Statinen
fur eine Einzel- oder Kombinationstherapie zu verabreichen. Allerdings sollte bei der
Kombinationstherapie darauf geachtet werden keine zusatzlichen Medikamente, die
Uber das CYP-System verstoffwechselt werden, einzusetzen um maégliche Interaktionen
der Medikamente zu vermeiden. Beispiele fur geeignete Kombinationstherapeutika
kénnten siRNAs, miRNAs [20], monoklonale Antikérper [17] oder Inhibitoren der Protein-
Prenylierung, wie der Farnesyltransferase-Inhibitor, sein. Abschlielend kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass Statine, basierend auf ihren Anti-Tumor-
Effekten und den nur gering zytotoxischen Eigenschaften, vielversprechende Wirkstoffe
gegen Krebs darstellen konnten, wenn vorab geklart werden konnte ob der Patient fir
eine solche Monotherapie geeignet ist. Zudem koénnen Statine in geringer oder

moderater Dosis auch sehr gut zur Unterstitzung der Krebstherapie in Kombination mit
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anderen Substanzen und Arzneistoffen mit Zielmolekil-gerichteter Wirkung, Anwendung
finden [21, 22, 39].

4.2 Wird der Statin-vermittelte PIM1 Knockdown iiber die transkriptionelle Ebene

reguliert?

Ahnlich wie bei anderen Proteinkinasen wird die Expression von PIM1 im Wesentlichen
Uber die Transkription gesteuert. Diese wird hauptsachlich Gber die Transkriptions-
faktoren STAT3 oder STATS5 (signal transducers and activators of transcription) reguliert,
welche an das ISFR/GAS-Sequenzmotiv (gamma interferon activation sequence) des
Pim-1 Promotors binden und somit eine Zunahme der Transkriptionsaktivitat, vermittelt
Uber die Phosphorylierung durch die Januskinase (JAK) oder den Transkriptionsfaktor
NF-kB (nuclear factor kappa-B), bewirken [57, 61-63]. Dass Statine ebenfalls in der Lage
sind eine Veradnderung der Genexpression hervorzurufen, konnten Gbelcova und
Kollegen 2017 in der Bauchspeicheldrisen-Krebszelllinie MiaPaCa-2 beobachten [189].
Dabei ist die Art des Statins von Bedeutung, wobei lipophile Statine, wie Simvastatin, die
hochste Effizienz bei der Modifikation des Genexpressions-Profils aufweisen. Zudem
ging aus diesen Untersuchungen hervor, dass die eingesetzte Statin-Konzentration
ebenso einen Einfluss auf die Genexpression besitzt und die meisten durch Statine
gesteuerten Gene in der Regulation des Mevalonatweges, des Zellzykluses, der DNA-
Replikation, der Apoptose und des Zytoskeletts involviert sind. Dartiber hinaus vermuten
Forscher hierbei auch eine Abhangigkeit vom analysierten Zelltyp [31, 189]. Ahnliche
Resultate ergaben die Analysen von Bjarnadottir et al. in verschiedenen Brustkrebs-
Zelllinien (MCF7, BT474, SKBR3, MDAMB231) [190], die eine Veranderung der
Transkriptionsaktivitat von Genen durch Statine aufzeigen konnten, welche an der
Immunantwort, Apoptose, sowie dem PI3K/AKT- und MAPK-Signalweg beteiligt sind.
Weiterhin konnten Ivanov und Hei 2011 beobachten, dass Statine NF-kB- und STAT3-
regulierte Gene in verschiedenen Melanom-Krebszelllinien inhibieren [155]. Da die PIM1
Kinase sowohl den Zellzyklus als auch die Apoptose in Krebszellen beeinflussen kann,
zudem ein Target der PI3K/AKT-Signalkaskade [57] darstellt sowie durch NF-kB und
STAT3 reguliert wird, ergeben sich erste Hinweise auf eine mégliche Inhibition der Pim-1

Transkription durch Statine.

Dies deutet sich auch zunachst fur die Pim-1 mRNA Level nach 48 und 54 Stunden
Simvastatin-Behandlung fir die Zelllinien HepG2 und LS174T aus den RT-qPCR
Experimenten der Abbildungen 13 (a) und (b), 19 (c) und 21 (c) sowie 25 (c) und 26 (c)
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an. Hierbei konnte eine signifikante Abnahme der Pim-1 mRNA Level im Bereich von 50
bis 72 % nachgewiesen werden. Zudem lasst sich vermuten, dass eine Statin-Inkubation
fur 36 Stunden (Abb.13 a) reduzierte Pim-1 mRNA Spiegel in Relation zur DMSO-
Kontrolle in den HepG2 Zellen bewirkt. Da sich nach einer 24 stiindigen Simvastatin-
Behandlung kein stabiler Effekt, gekennzeichnet durch eine hohe Standardabweichung,
auf die Pim-1 mRNA Level abzeichnet, sollten hierfiir noch weitere Experimentenreihen
durchgeflihrt werden. Interessanterweise kann in der Zelllinie Skov3, anders als in den
HepG2 und LS174T Zellen, nach 48 Stunden Statin-Gabe eine signifikante
Hochregulation der endogenen Pim-1 mRNA Level nachgewiesen werden (Abb.13 b).
Dies bestatigt die Beobachtungen von Gbelcova et al. [189], dass die Statin-Wirkung auf
das Expressions-Profil einzelner Gene, abhangig vom Zelltyp oder der Zelllinie, variiert.
Da die Resultate einen Statin-vermittelten Knockdown der Pim-1 Genexpression in
HepG2 und LS174T Zellen nach 48 Stunden vermuten lassen, wurde eine
weitergehende Analyse der STAT3-bedingten Regulation der Pim-1 Expression, mit
Hilfe eines Dual-Luciferase-Assays, vorgenommen, da dieser Transkriptionsfaktor einen
Hauptregulator zur Induktion der Pim-1 Transkription darstellt [57, 61-63]. Wie aus den
Ergebnissen der Abbildung 15 (b), (c) und (d) hervorgeht, ist in den mit Simvastatin
behandelten HepG2 Proben keine deutliche Herunterregulation der Transkiptions-
effizienz der mit dem Pim-1 Promotorbereich vorgelagerten Firefly-Luciferase der
pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS Wildtyp- oder Mutanten (mut/mut2)-Plasmide,
verglichen mit den DMSO-Kontrollproben, zu erkennen. Da zudem auch die mit dem
pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS mut/mut2-Plasmid transfizierten HepG2 Zellen nach
einer DMSO Inkubation keine Reduktion der Transkriptionseffizienz zeigen, obwohl eine
Bindung von STAT3 auf Grund der mutierten Bindestelle nicht mdglich ist, ist
anzunehmen, dass die Statin-bedingte Herunterregulation von Pim-1 nicht durch eine
Abnahme der Phosphorylierung beziehungsweise Inaktivierung von STAT3 vermittelt ist.
Somit kann vermutlich ebenfalls eine PIM1 bedingte Aktivierung von STAT3 durch eine
negative Feedbackregulation Uber die Phosphorylierung der Transkriptionsregulatoren
SOCS (suppressor of cytokine signaling) [53, 61-63, 191], unter Statin-Gabe
ausgeschlossen werden. Denn auch hier ware eine verringerte Transkriptionsaktivitat
der Firefly-Luciferase zu erwarten gewesen, da die Pim-1 Expression durch Simvastatin
inhibiert ist. Hingegen wird ein massiver Statin-Effekt auf das pFR_HCV_xb-Leerplasmid
in Abbildung 15 (c) und (d) deutlich, da diese Proben eine starke Verminderung der
Firefly-Luciferase-Expression nach einer 48 stiindigen Simvastatin-Inkubation zeigen.
Jedoch ergab eine Vorhersage der Transkriptionsfaktor-Bindestelle des circa 1 kb
grolien Pim-1 Promotorbereiches in Abbildung 14, mit Hilfe des Webservers ALGGEN,

neben einer zweiten STAT3-Bindestelle an Position -78 noch Bindestellen weiterer
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Transkriptionsfaktoren, die durch Statine reguliert sein kénnten. Dadurch wirde sich
zwar die fehlende Herunterregulation der  Firefly-Expression der mit
pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS mut/mut2-Plasmid transfizierten HepG2 Zellen sowohl
unter Statin-Gabe als auch nach DMSO-Behandlung erklaren (Abb.15 b, ¢, d), aber ob
es sich hierbei um eine tatsachliche STAT3-Bindestelle handelt und ob diese, sowie die
der anderen Transkriptionsfaktoren, funktionell sind, ist nicht bekannt. Zudem ist der fiir
die allgemeine Vorhersage der Transkriptionsfaktor-Bindestellen verwendete Webserver
weniger spezifisch als das Programm, dass fur die gezielte Suche nach einer STAT3-
Bindestelle eingesetzte Programm Homer, welches lediglich die mutierte STAT3-
Bindestelle an Position -926 mit einem sehr hohen score ermitteln konnte und exakt mit
der Sequenz von Vallania et al. Gbereinstimmt [120]. Des Weiteren kommt ein Einfluss
der anderen, durch Statine herunterregulierten Transkriptionsfaktoren (NF-kB [21, 39,
40, 155, 192], p53 [21, 40], AP-1[21, 190, 192], Myc [39, 40], SREBP-1 [34, 39]) fir den
Statin-vermittelten Pim-1 Knockdown madglicherweise ebenfalls nicht in Betracht, da
auch hier eine starke Abnahme des Firefly-Luciferase-Signals der mit
pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS Wildtyp- oder Mutanten (mut/mut2)-Plasmid
transfizierten Zellen unter Simvastatin-Gabe zu erwarten gewesen ware. Diese
Vermutung kann durch das Transfektions-Experiment in den Skov3 Zellen aus der
Abbildung 12 weiter bestarkt werden. Denn in allen mit Simvastatin behandelten Proben
konnte ein verringertes PIM1 Proteinsignal detektiert werden, obwohl die ektopische
Expression von PIM1 unter dem Einfluss eines CMV-Promotors erfolgte.

Demnach scheint die Regulation der Pim-1 Transkription sehr wahrscheinlich nicht durch
Simvastatin inhibierbar zu sein, was jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden
kann, da die ektopische Expression von PIM1 in den Skov3 Zellen ein artifizielles System
darstellt und die analysierte Sequenz des Pim-1 Promotorbereiches nur ungeféhr 1 kb
umfasst. Dennoch kann eine generelle Statin-vermittelte Regulation der Genexpression

in Krebszellen, wie in der Literatur beschrieben, angenommen werden.

4.3 Wird der Statin-vermittelte PIM1 Knockdown liber die posttranskriptionelle

Ebene reguliert?

Der mRNA Abbau stellt ein Mittel fur die Kontrolle der Genexpression zur Einstellung
basaler Transkriptsspiegel und zur Regulation von mRNAs, wie zum Beispiel die von
Proto-Onkogenen, dar. Der Abbau kann tber mehrere Wege ablaufen. Entweder vom
3-Ende her, durch Entfernung des Poly(A)-Schwanzes (Deadenylierung), wovon
hauptsachlich mRNAs mit A/U-reichen Sequenzabschnitten in der 3*-UTR betroffen sind,
oder vom 5-Ende her, durch Abspaltung der 7-Metylguanosin-Kappe (decapping).
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Dieser Abbauweg wird durch Transkripte mit stark strukturierten 5-UTRs beschleunigt
[193]. Eine weitere Mdglichkeit ist die Degradation durch Endonukleasen, vermittelt
durch miRNAs oder endogenen siRNAs, welche an spezifische Sequenzen innerhalb
der mRNA binden [194, 195]. Die mRNA von Pim-1 weist diese genannten Merkmale
der 3'- [59, 62, 63] und 5-UTR [64, 72] auf und stellt ein Target unter anderem fir miR-
33a dar [71, 196], weshalb diese mMRNA von einer kurzen Halbwertszeit gepragt ist.
Darliber hinaus haben bereits einige Untersuchungen zur posttranskriptionellen
Regulation durch Statine ergeben, dass diese die mRNA Stabilitat, abhangig vom Ziel-
Transkript und dem eingesetzten Statin, beeinflussen kdnnen. Einerseits konnen Statine
wie Rosuvastatin und Simvastatin in Endothelzellen zur Stabilitdt der mMRNA von eNOS
(endothelial nitric oxide synthase), durch Erhéhung der Polyadenylierung, beitragen
[197]. Andererseits kann Atorvastatin den mRNA Abbau des ABCB1-Transporters in
HepG2 Zellen induzieren [198].

Der erste Hinweis, dass Simvastatin den PIM1 Knockdown Uber die posttranskriptionelle
Ebene regulieren kdnnten, ergibt sich aus den verringerten Pim-1 mRNA Leveln der in
Abbildungen 13, 19 (c) und 21 (c) sowie 25 (c) und 26 (c) dargestellten RT-qPCRs.
Obwohl mit Hilfe dieser Methode nicht geklart werden kann ob die Reduktion der Pim-1
MRNA eine Folge der Inhibition von Transkriptionsfaktoren und damit der Genex-
pression oder des mRNA Abbaus ist, konnten die Ergebnisse des Dual-Luciferase-
Assays (Abb.15) und der ektopischen Expression von PIM1 (Abb.12) doch
weitestgehend darlegen, dass Statine den PIM1 Knockdown wahrscheinlich nicht Gber
die transkriptionelle Ebene regulieren. Deshalb wurden HepG2 Zellen Uber einen
Zeitraum von 8 bis 12 Stunden mit a-Amanitin behandelt um die DNA-abhangigen RNA-
Polymerase |l-vermittelte Transkription von mMRNAs zu blockieren und daraus
Informationen bezlglich eines moéglichen Pim-1 mRNA Abbaus gewinnen zu kénnen.
Diese Proben aus Abbildung 17 weisen eine 64 bis 74 %ige signifikante Abnahme der
Pim-1 mRNA Level auf, was auf eine Inhibition der Translokation der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase Il an der DNA zurtickzufuhren ist. Eine weitere signifikante Reduktion
der Pim-1 mRNA Spiegel auf 90 bis 94 % nach einer 24 stindigen Simvastatin-
Prainkubation und einer 8 bis 12 stindigen a-Amanitin-Behandlung lasst vermuten, dass
Statine tatsachlich eine Degradation der Pim-1 mRNA hervorrufen kdnnen. Dieses
Ergebnis steht jedoch im Wiederspruch zu der Erkenntnis von Kosmidou und Kollegen,
dass Simvastatin zur mRNA Stabilitdt von eNOS beitragt [197]. Da es sich allerdings
hierbei um ein anderes Ziel-Transkript handelt, ist eine Pim-1 mRNA Degradation

vermittelt durch Simvastatin nicht auszuschlieen. Zur Validierung dieses Versuchs zum
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mRNA Abbau in HepG2 Zellen kénnte ein weiterer Ansatz mit Actinomycin D, einem
gebrauchlichen Inhibitor der Transkriptions-Elongation, verwendet werden [132]. Auch
weitere Analysen ergaben jedoch keinen genaueren Aufschluss wortber Simvastatin
den Abbau der Pim-1 mRNA vermitteln kdnnte. Denn wie aus dem Western Blot der
Abbildung 16 zum Nachweis der TTP-Level hervorgeht, sind diese nach einer 48
stindigen Simvastatin-Behandlung in HepG2 Zellen um 52 bis 61 % und in LS174T
Zellen um 32 bis 38 % herunterreguliert. Da es sich bei Tristetraprolin (TTP) um ein RNA-
Bindeprotein handelt, welches an A/U-reiche Sequenzen in der 3‘-UTR von Pim-1 bindet
und somit dessen mRNA destabilieren kann [66, 67], ware hierbei eher ein Anstieg des
TTP-Signals im Vergleich zu den DMSO-Kontrollproben zu erwarten gewesen. Des
Weiteren konnte der Western Blot aus Abbildung 12 zur ektopischen Expression von
PIM1 in Skov3 Zellen zeigen, dass Simvastatin den PIM1 Knockdown nicht tGber miR-
33a oder regulatorische Sequenzen in der 3-UTR von Pim-1 vermittelt. Denn in den
Zellen, die mit den PIM1 cDNA Konstrukten transfiziert wurden, welche eine zu 2/3
deletierte 3-UTR (pCMV6-XL4 PIM1 A3‘-UTR) oder eine mutierte miR-33a Bindestelle
(PCMV6-XL4 PIM1 3'mut33a) aufweisen, konnten nach 48 Stunden Inkubation mit
Simvastatin jeweils verringerte PIM1-Level verglichen mit den DMSO-Proben detektiert
werden, was auf einen weiterhin bestehenden Statin-Effekt hindeutet. Jedoch ist die
Bindung anderer microRNAs in dem circa 1/3 grof3en, noch verbliebenen Bereich der 3'-
UTR des pCMV6-XL4 PIM1 A3*-UTR Konstruktes nicht auszuschlielen, wodurch sich
mdoglicherweise die verringerten PIM1 Proteinsignale nach einer 48 stlindigen
Simvastatin-Inkubation erklaren lassen wirden. Dennoch unterstitzt dieses Experiment
das Ergebnis aus den Untersuchungen der Tristetraprolin-Level nach Simvastatin-Gabe
in den HepG2 und LS174T Zellen (Abb.16), da auch das Konsensus-Bindemotiv von
TTP in dem pCMV6-XL4 PIM1 A3'-UTR Konstrukt nicht mehr vorhanden ist (siehe
Anhang: Pim-1 cDNA Wildtyp Sequenz (NM_002648.2)). Des Weiteren kdnnen mit Hilfe
dieser Untersuchung die Versuche von Dr. Kerstin Lange-Grinweller zur Analyse des
Knockouts von Pim-1 nach einer Simvastatin- und miR-33a AntimiR-Doppelbehandlung
in HepG2 Zellen bestatigt werden. Diese ergaben, dass durch eine Herunterregulation
von miR-33a, vermittelt durch ein miR-33a-AntimiR, der Statin-Effekt auf Pim-1 nicht
aufgehoben werden kann.

Somit kann angenommen werden, dass der Statin-vermittelte Knockdown von PIM1 in
den HepG2 Zellen nicht aus einer inhibierten Transkription der Pim-1 mRNA resultiert,
sondern in groRem Ausmaf durch den mRNA Abbau hervorgerufen wird, auch wenn
genauere Analysen zum mRNA Abbau von Pim-1, durch TTP oder miR-33a, keine

weiteren Aufschliisse geben konnten.
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4.4 Wird der Statin-vermittelte PIM1 Knockdown liber die translationelle Ebene

reguliert?

Die translationelle Regulation stellt einen wichtigen Mechanismus zur Kontrolle von
Proteinen dar, die in zellulare Prozesse wie Differenzierung und Wachstum involviert
sind [75]. Darlber hinaus ist die Regulation der Translation bereits vorhandener mRNAs
schneller als die Regulation Gber die Transkriptionsebene [199]. Der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt ist hierbei die Translations-Initiation, weshalb diese am starksten
einer Steuerung unterliegt. Eine Schlisselfunktion nehmen dabei die Translations-
Initiationsfaktoren ein, da sie die Regulationsmaschinerie der Translation darstellen und
somit auch einen groen Einfluss auf die Krebsentstehung und das Voranschreiten von
Tumoren haben [199, 200]. Die Translations-Initiationsfaktoren und deren Unter-
einheiten, wie beispielsweise elF2a, elF2B, elF2B, elF4B, elF4F (bestehend aus
elF4A,elF4E, elF4G), kdnnen wiederum durch wichtige Signalwege wie die PI3K/AKT-,
mTOR-, MAP-Kinase- und Ras-Signalkaskade mittels Phosphorylierung reguliert
werden [200-202]. Dadurch kann die Expression von Proteinen, deren Translations-
Initiation cap-abhangig ist, Uber diesen Mechanismus gesteuert werden. So ist unter
anderem eine Regulation der Translationseffizienz der Pim-1 mRNA durch das cap-
Bindeprotein elF4E mdoglich [72], dessen erhdhte Level bereits in einigen Tumorarten
der Brust, Leber und des Dickdarms nachgewiesen werden konnten [203]. Aber auch
eine stark strukturierte 5-UTR der mRNA, hervorgerufen durch einen hohen G/C-Gehalt,
kann die Translationseffizienz verringern, indem eine ineffiziente Entwindung von
stabilen RNA-Sekundarstrukturen durch RNA-Helikasen eine effiziente Bindung des 43S
Pra-Initiationskomplexes erschwert. Deshalb stellt die konservierte, von Sekundar-
strukturen gepragte 5-UTR von Pim-1 ein wichtiges Regulationselement dar und

verdeutlicht somit die biologische Relevanz dieser prosurvival-Kinase [64, 72, 200, 203].
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Abb. 31: Schematische Darstellung moglicher, durch Statine vermittelte Regulationsmechanismen auf die

Translation der Pim-1 mRNA. Die fehlende Ausbildung des Ras-Membranankers und die dadurch bedingte
Inhibition dieser GTPase bewirkt eine Veranderung in der Aktivitat der verschiedenen Kinasen (PI3K, AKT,
mTOR, MAPK). Diese kénnen wiederum durch Phosphorylierung der Translations-Initiationsfaktoren und

deren Untereinheiten die Translations-Initiation hemmen.

Zudem wurde bereits gezeigt, dass Statine ebenfalls Einfluss auf die Translation mittels
Regulation der Translations-Initiationsfaktoren und deren regulatorische Signalwege
nehmen kénnen [191, 204-207]. Vor allem die Inhibition der GTPase Ras durch Statine
lasst einen Zusammenhang zwischen Simvastatin und die Unterdriickung der
Translation der Pim-1 mRNA durch eine reprimierende Regulation der Translations-
Initiationsfaktoren vermuten. So konnten Tuckow und Kollegen zeigen [191], dass
Simvastatin die Translation, durch eine verringerte Aktivitdt des Translations-
Initiationsfaktors elF2B, welcher einen GTP ,Exchange-Faktor® darstellt, in der
Myoblastomzelllinie der Maus (C2C12) unterdriickt. Sie vermuteten eine verringerte
Aktivitdt von elF2Be durch verstarkte Phosphorylierung des inhibitorisch-wirkenden
Serinrestes 535 dieser Untereinheit oder durch eine reduzierte Phosphorylierung von
AKT an dessen Serin 473, was zu einer Abnahme der Aktivitdt von mTORC1
(mammalian target of rapamycin complex 1) und somit zur Inhibition der Proteinsynthese
von elF2Be fuhrt. Als weitere Méglichkeit zogen sie die ausbleibende Isoprenylierung
und damit die fehlende Verankerung von Interaktionspartnern einzelner Untereinheiten
von elF2B in Betracht. Ahnliche Resultate wurden fiir die Zelllinie HepG2.2.15
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beobachtet. Simvastatin ist hierbei verantwortlich flr die zunehmende Phosphorylierung
von elF2a am Serinrest 51, wodurch die Aktivitdt von elF2(3 eingeschrankt und die
Translations-Initiation gehemmt wird [207]. Des Weiteren konnten 2008 Woodard et al.,
[205] in den Krebszelllinien der Niere (786-0, CAKI-2) belegen, dass Fluvastatin mit Hilfe
des AKT/mTOR-Signalweges die Translations-Initiation blockiert. Sie konnten zeigen,
dass eine Phosphorylierung beziehungsweise Aktivierung von AKT mit der Inhibition von
mTOR und der p70 S6 Kinase einhergeht. Letztere resultiert in einer erhdhten
Expression des Tumorsuppressors PDCD4 (programmed cell death 4), was einen
hemmenden Einfluss auf die RNA-Helikase elF4A zur Folge hat [200, 202]. Die Inhibition
von mTOR fihrt zudem zur gesteigerten Aktivitat von elF4E, wodurch es zur Ausbildung
des elF4E-Bindeprotein-elF4E-Komplexes kommt, welcher eine cap-abhangige

Translation verhindert.

Dass Simvastatin auch die Translation der Pim-1 mRNA in der Dickdarmkrebs-Zelllinie
LS174T hemmen konnte, wird in den Western Blots zur Inhibition der Translations-
Elongation deutlich. Wie vermutet, kann bei einem Vergleich der PIM1 Proteinsignale
aus den Abbildungen 21 und 22 durch Zunahme der Cycloheximid-Konzentration von
45 uM auf 60 uM eine verstarkte Abnahme dieser Proteinlevel und damit eine Hemmung
der Translation beobachtet werden. Die Doppelbehandlungsproben mit 25 uM
Simvastatin und 45 uyM Cycloheximid (Abb.21) beziehungsweise 60 uM Cycloheximid
(Abb.22) zeigen jeweils eine Reduktion der PIM1 Proteinlevel um 70 % beziehungsweise
63 % und sind damit starker herunterreguliert als die jeweiligen Simvastatin- oder
Cyloheximid-Einzelbehandlungsproben. Dies lasst auf einen synergistischen Knock-
down-Effekt auf PIM1 schlielRen, welcher der Erwartung einer Simvastatin-bedingten
Herunterregulation von PIM1 auf translationeller Ebene entspricht. Wie aus der RT-
gPCR (Abb.21 c) zur Kontrolle der Pim-1 mRNA Spiegel in den LS174T Zellen
hervorgeht, basieren die verringerten PIM1 Proteinsignale in der Cycloheximid-
Einzelbehandlung sowie der Doppelbehandlung nicht aus erniedrigten Pim-7 mRNA
Level, sondern sind das Resultat der durch Cycloheximid inhibierten Translation.
Eventuell konnte durch die Inhibition der Translations-Elongation auch der mRNA
Abbau, vermutlich durch Senkung der decapping Rate der mRNA, erniedrigt sein, was
bereits in Hefe gezeigt werden konnte [194, 208]. Daruber hinaus kann aus der
Abbildung 21 (c) entnommen werden, dass der Statin-Effekt in der Doppelbehandlung
der LS174T Zellen fast vollstandig aufgehoben ist, da die Pim-1 mRNA Level dieser
Proben mit einem signifikanten Anstieg um das 6,4-fache ahnlich hochreguliert sind wie

die der Cycloheximid-Einzelbehandlung mit einer 6,7-fachen, ebenfalls signifikanten,
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Zunahme im Vergleich zu den DMSO-Kontrollproben. Unterstitzende Erkenntnisse
hierzu kénnen die Ergebnisse des metabolic labeling aus Abbildung 23 (b) liefern. Denn
hierbei kann nach 48 Stunden Simvastatin-Inkubation eine 66 %ige signifikante
Abnahme an S%* gelabeltem Gesamtprotein im Vergleich zu den DMSO-behandelten
LS174T Zellen detektiert werden, was auf eine Verringerung der Translationsrate durch
Simvastatin hindeutet. Durch Zugabe von Mevalonat steigt in den Doppelbehandlungs-
proben die Translationsrate wieder signifikant auf ungefahr 70% an, woraus geschlossen
werden kann, dass es sich hierbei tatsachlich um einen Translationseffekt, vermittelt
durch Simvastatin, handelt.

Etwas anders stellt es sich hingegen in der Leberkrebs-Zelllinie HepG2 dar. Hier kdnnen
keine allgemeinen inhibierenden Effekte auf die Translation (Abb. 23 a) beobachtet
werden, da nach 48 Stunden Simvastatin-Behandlung ein starkerer Einbau von S*
gelabelten Methionin/Cystein in neusynthetisierte Proteine nachweisbar ist als in den
Kontrollproben. Allerdings zeigen die Experimente zur Inhibition der Translations-
Elongation in den Abbildungen 19 und 20, dass durch Simvastatin die PIM1 Proteinlevel
und damit die Translation der Pim-1 mRNA sinkt. Denn in den Doppelbehandlungs-
proben mit 10 yM Simvastatin und entweder 45 yM oder 60 uM Cycloheximid kann eine
starkere Abnahme der PIM1 Spiegel, im Bereich von 74 bis 90 %, als in den jeweiligen
Einzelbehandlungen beobachtet werden. Dies verweist auf einen synergistischen
Knockdown-Effekt, welcher somit in der Leberkarzinom-Zelllinie starker ausgepragt zu
sein scheint als in den LS174T Zellen. Dadurch kann vermutet werden, dass der Statin-
vermittelte Knockdown von PIM1 in den HepG2 Zellen ebenfalls auf translationeller
Ebene reguliert ist. Die Pim-1 mRNA Spiegel (Abb.19 c¢) der Cycloheximid-
Einzelbehandlung weisen allerdings einen 3,4-fachen Anstieg im Vergleich zu den
Doppelbehandlungsproben mit 10 yM Simvastatin und 45 yM Cycloheximid mit einer
Zunahme um das 2,4-fache auf, was auf einen weiterhin bestehenden Statin-Effekt auf
mRNA Ebene beziehungsweise den Abbau der Pim-1 mRNA hindeuten konnte. Dadurch
wirden sich auch die starker reduzierten PIM1 Proteinlevel in den mit Simvastatin und
Cycloheximid behandelten Proben (Abb.19, 20) im Vergleich zu denen der LS174T
Zellen (Abb.21, 22) erklaren lassen, welche mdglicherweise das Resultat aus einer
verringerten Menge an Pim-1 mRNA und einer inhibierten Translation darstellen. Denn
es besteht in der Zelle eine Konkurrenz um die 5° Kappe der mRNA und damit zwischen
Translation und mRNA Abbau bedingt durch die Entfernung dieser am 5-Ende
gelegenen 7-Metylguanosin-Kappe [209]. So konnte in Hefezellen gezeigt werden, dass
die Mutation von Translations-Initiationsfaktoren [209] oder eine Hemmung dieser
Faktoren, zum Beispiel durch Statine, sowie eine stark strukturierte 5-UTR [210] die

Blockierung der Translation bewirken und gleichzeitig die Degradation der mRNA
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fordern kann. Des Weiteren existieren Proteine, die die mRNA stabilisieren konnen, wie
PAPB1 (Poly(A)-binding protein), welches vornehmlich elF4G bindet und somit einen
geschlossenen 3'-5° Schleifen-Komplex durch Interaktion mit dem an der 5-Kappe
gebunden Translations-Initiationsfaktor elF4E bildet, sodass die mMRNA vor dem Abbau
geschuitzt ist [211]. Im Gegensatz dazu befinden sich auch mRNA-Destabilisierungs-
proteine wie decapping factors (DCP1, DCP2) und das elF4E-Bindeprotein 4E-T in der
Zelle, die den Abbau der 5-Kappe zur Folge haben [194, 212]. Diese mRNA Abbau-
regulierenden Proteine kénnten neben den Translations-Initiationsfaktoren oder dessen
regulatorische Signalwege ein moglicher Angriffspunkt fur Statine zur Inhibition von
PIM1 in HepG2 und LS174T Zellen darstellen. Zur Uberprifung einer mdglichen
Simvastatin-vermittelten Inhibition der Translations-Initiation der Pim-1 mRNA in HepG2
Zellen sollten urspriinglich Untersuchungen der Pim-1 5-UTR herangezogen werden
(Anhang Abb.32). Jedoch zeigte das fir den Dual-Luciferase-Assays eingesetzte
Leerplasmid bereits eine starke Reaktion auf die Gabe von Simvastatin, sodass dieser
Versuch nicht ausgewertet werden konnte.

Somit scheint der Statin-bedingte Knockdown von PIM1 in den HepG2 und LS174T
Zellen auf translationeller Ebene reguliert zu sein. Zudem kann angenommen werden,
dass auf dieser Ebene der Statin-Effekt in den HepG2 Zellen spezfisch fir PIM1 ist,
wohingegen vermutlich in der Dickdarm-Krebszelllinie auf eine unspezifische Statin-
Wirkung geschlossen werden kann. Dartiber hinaus konnten die Kontrollexperimente zur
Translations-Elongation hinsichtlich der Pim-1 mRNA Spiegel die Analysen zum mRNA

Abbau in den HepG2 Zellen bestatigen.

4.5 Wird der Statin-vermittelte PIM1 Knockdown iiber die posttranslationelle

Ebene reguliert?

Bei PIM1 handelt es sich um eine Kinase mit geringer Halbwertszeit, da diese einem
hohen protein turnover unterliegt [46, 76]. Dieser Abbau kann durch vorherige
Ubertragung von Ubiquitin [46] oder SUMO-Proteinen [76] auf PIM1 erfolgen. Zudem
kénnen Hitzeschock-proteine wie HSP90 oder HSP70 die Proteinstabilitat beeinflussen,
indem sie PIM1 entweder vor dessen Degradation im 26S-Proteasom schitzen oder
eine verstarkte Ubiquitinylierung herbeifihren [46, 78]. Allerdings konnten Shay und
Kollegen beobachten, dass trotz einer Inhibition des Proteasoms durch Bortezomib PIM1
noch weiter abgebaut werden kann und schlossen daraus, dass fur diese Kinase noch
ein zusatzlicher, durch HSP70 vermittelter Abbauweg Uber die Lysosomen existieren
konnte [46]. Zur Wirkung von Statinen hinsichtlich des Proteinabbaus konnten Proteom-

Analysen zeigen, dass Signalwege, die die Ubiquitinylierung von Proteinen regulieren,
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durch Lovastatin gehemmt werden [206]. Zudem konnte in einer Brustkrebszelllinie
nachgewiesen werden, dass Lovastatin den Zellzyklus, durch proteasomalen Abbau von
p21 und p27, stoppt. Jedoch ist dies eventuell auf einen spezifischen Effekt der Cyclin-
abhangigen Kinase-Inhibitoren zurlickzuflihren und nicht auf den generellen Einfluss von
Statinen auf den Proteinabbau [213, 214]. Auch Wojcik und seine Kollegen konnten nur
eine Modulation der 20S-Untereinheit des Proteasoms, aber keine vollstandige
Inhibition, durch Lovastatin oder Simvastatin in einer Kolonkarzinom-Zelllinie
beobachten [215].

Da die SUMOylierung ein wichtiger Regulationsmechanismus der zellularen
Stressantwort sowie der Tumorgenese darstellt [216] und der Abbau von PIM1 durch
SUMO-Proteine vermittelt werden kann [76], wurden die Level der SUMO-Proteine 1-4
nach 48 stundiger Simvastatin-Inkubation in HepG2 Zellen analysiert. So ist aus dem
Western Blot der Abbildung 24 zu erkennen, dass lediglich die SUMO-Proteine 2-4 einen
leichten Anstieg unter Statin-Einfluss zeigen, wohingegen fur das SUMO-Protein 1 eine
geringe Abnahme zu verzeichnen ist. Demnach kann Simvastatin vermutlich kein oder
nur ein minimaler Einfluss auf die globale Sumoylierung von Proteinen zugesprochen
werden.

Des Weiteren koénnen die Ergebnisse von Shay et al., [46] zum Nachweis des
Proteinabbaus von PIM1 nach Bortezomib-Behandlung in der Zelllinie K562 mit Hilfe der
Western Blots in den HepG2 (Abb.25) und LS174T Zellen (Abb.26) bestatigt werden,
welche in beiden Zelllinien eine starkere Anreicherung der PIM1 Proteinlevel aufweisen
als die DMSO-Kontrollproben. Dies lasst den Schluss zu, dass die Aktivitat des
Proteasoms durch Bortezomib erfolgreich inhibiert werden konnte und es dadurch zu
einer Anreicherung von PIM1 in der Zelle kommt. Allerdings ist in den Doppel-
behandlungsproben mit Simvastatin und Bortezomib keine Aufhebung der Statin-
vermittelten Herunterregulation von PIM1 durch Hemmung der Proteasom-Aktivitat zu
erkennen. Denn die PIM1 Level entsprechen nicht denen der Bortezomib-
Einzelbehandlung mit einem ungefahren 2,5-fachen Anstieg, sondern liegen ungefahr
im Bereich der DMSO-Proben, wie im Fall der LS174T Zellen (Abb.26), oder zeigen, im
Fall der HepG2 Zellen, nur eine circa 2-fache Zunahme im Vergleich zur DMSO-
Behandlung (Abb.25). Somit kénnen die Ergebnisse von Wojcik et al. [215], und Li et al.
[207], durch die Resultate aus den Western Blots zur Inhibition des Proteasoms bestatigt
werden, welche ebenfalls sowohl Simvastatin als auch aus gleichen Geweben
stammende Zelllinien fur ihre Versuche verwendet haben. Zudem wird erneut aus den

RT-gPCR-Experimenten in beiden Zelllinien deutlich, dass Simvastatin die PIM1 Kinase
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auf mRNA Ebene reguliert. Denn hierbei sind die Pim-1 Transkript-Level der Doppel-
behandlungsproben in den HepG2 Zellen (Abb.25 c) schwach herunterreguliert
verglichen mit den DMSO-Kontrollproben oder, wie in den LS174T Zellen, sogar noch
starker verringert als die mit Simvastatin-behandelten Proben (Abb.26 c¢). Da jedoch die
Standardabweichungen in einigen Proben der beiden Zelllinien sehr hoch sind, missten
Wiederholungen dieses Versuches durchgeflihrt werden um eine sichere Aussage
treffen zu kdnnen. Demnach sollten gleichbleibende Pim-17 mRNA Level beobachtete
werden kénnen, unabhangig von der Behandlung der Zellen, wenn der Statin-vermittelte
Knockdown von PIM1 ausschlielich Uber einen verstarkten Proteinabbau reguliert
ware. Zudem scheint es unwahrscheinlich, dass die mMRNA Spiegel einen Einfluss auf
die Aktivitat des Proteasoms ausuben.

Daruber hinaus wurde die Simvastatin-Wirkung auf den Abbau von PIM1 im Lysosom in
HepG2 Zellen untersucht (Abb.27). Hierbei kann zunachst ein Statin-bedingter Abbau
von PIM1 uber die Lysosomen vermutet werden, da unter Simvastatin-Gabe nicht nur
die PIM1 Level, sondern auch die MAP LC3a/p Level im Vergleich zu den DMSO-
behandelten Proben sinken, was auf einen Abbau dieser Lysosom-Membranproteine
hindeutet. Jedoch zeigen die Doppelbehandlungsproben mit Simvastatin und den
jeweiligen lysosomalen Inhibitoren, dass die PIM1 Proteinsignale geringer sind als die
entsprechenden allein mit Lysosom-Inhibitor-behandelten Proben. Somit scheint
Simvastatin den PIM1 Knockdown nicht tber den lysosomalen Abbau zu regulieren,
ahnlich wie zuvor bei den Untersuchungen zur Inhibition des Proteasoms, da der Statin-
Effekt auf PIM1 durch die lysosomalen Inhibitoren nicht aufgehoben werden konnte.
Zudem ergibt sich ein leichter Widerspruch bezlglich der MAP LC3a/p Spiegel in den
Doppelbehandlungsproben, welche nicht wie erwartet unverandert zu denen der
Einzelbehandlung mit lysosomalen Inhibitoren sind, sondern hierzu eine leichte
Zunahme verzeichnen. Da jedoch die quantitative Auswertung mit ImageJ manuell
erfolgte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die MAP LC3a/3 Level der Proben
beider Behandlungen gleichermafen reguliert sind. Interessanterweise liegen die PIM1
Proteinsignale nach Behandlung der HepG2 Zellen mit jeweils einer Kombination aus
lysosomalen Inhibitoren ungefahr im Bereich der DMSO-Kontrollproben beziehungs-
weise leicht darunter, woraus geschlossen werden kann, dass PIM1 nicht Uber den
lysosomalen Weg abgebaut wird. Denn hierfir ware ein Anstieg der PIM1 Level
verglichen mit der DMSO-Behandlung, wie schon zuvor in den Experimenten mit
Bortezomib gezeigt, zu erwarten gewesen. Allerdings ist diese Erkenntnis nicht
unerwartet, denn Lysosomen dienen dem Abbau langlebiger Proteine und zerstorter

Organellen [81] sowie falsch gefalteter Proteine [80].
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Somit Iasst sich abschlieend sagen, dass der Statin-vermittelte Knockdown von PIM1
vermutlich nicht Gber dessen Abbau durch das Proteasom und Lysosomen reguliert zu

sein scheint.

4.6 Fazit zum Statin-vermittelten Knockdown der PIM1 Kinase in Krebszellen

Mit Hilfe der analysierten Western Blots konnte eine eindeutige Reduktion der PIM1
Proteinsignale nach einer 48 stiindigen Simvastatin-Inkubation in HepG2 und LS174T
Zellen nachgewiesen werden. Diese haben zudem stets leicht verringerte B-Aktin Level
Simvastatin-behandelter Proben in allen in dieser Arbeit verwendeten Krebszelllinien
aufzeigen kénnen, was auf eine Hemmung der Proliferation hinweisen kénnte, welche
bereits in der Literatur beschrieben ist [21-23, 39, 40]

Bei einem Vergleich des Simvastatin-Einflusses auf die Pim-7 mRNA Level nach 48
Stunden in Abbildung 13 ist der Knockdown-Effekt in HepG2 mit 65 % und in LS174T
mit 72 % ahnlich stark in beiden Zelllinien. Fur die PIM1 Proteinlevel aus Abbildung 18
ist hingegen nach 48 Stunden mit einer Abnahme von 62 bis 95 % in den HepG2 Zellen
ein deutlich starkerer Effekt zu erkennen als in den LS174T Zellen mit 46 bis 69 %. Ein
moglicher Grund hierflir koénnte sein, dass das Leberkarzinom histologisch dem
Zielwirkort von Statinen entspricht. Wie bereits erwahnt, beeinflussen zudem die
verschiedenen Arten von Geweben [21] und der Grad der Malignitat des Tumors die
Starke des Statin-Effektes [164]. Dies konnte ein Grund daflir sein, dass, in der
Dickdarmkrebs-Zelllinie LS174T hoéhere Simvastatin-Konzentrationen bendtigt werden
um inhibitorische Effekte auf PIM1 zu erzielen. Dartber hinaus kénnen Statine auf
vielfaltige Art und Weise in Krebszellen wirken. Dies ergibt sich daraus, dass Statine auf
Grund der Hemmung des Mevalonatweges und der damit verbundenen Isoprenoid-
Synthese die Prenylierung von Membranproteinen (GTPasen) verhindern [22, 23].
Dadurch ist die Signalweiterleitung der betroffenen Signalwege aller Regulationsebenen
der Zelle gestort oder aufgehoben. Demnach ist die PIM1 Kinase kein direktes Target
von Statinen. Stattdessen scheint der Statin-bedingte PIM1 Knockdown viel mehr das
Resultat veranderter Regulationsmechanismen zu sein, was den relativ spaten
Wirkungsbeginn von Simvastatin nach 36 bis 48 Stunden erkldren koénnte. Bei
Betrachtung aller Untersuchungen zur Statin-vermittelten Herunterregulation von PIM1
ist eine Wirkung Uber die posttranslationelle Ebene durch den Abbau dieser prosurvival
Kinase mit groRer Wahrscheinlichkeit auszuschlieRen, denn hierbei konnte kein Einfluss
von Simvastatin auf das Proteasom (Abb.25, 26) oder das Lysosom (Abb.27) beobachtet
werden. Des Weiteren kann vermutlich auch die transkriptionelle Ebene ausgeschlossen

werden, da trotz der Abnahme der Pim-1 mRNA Spiegel nach Simvastatin-Gabe in den
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HepG2 und LS174T Zellen sowohl das Ergebnis aus dem Dual-Luciferase-Assay
(Abb.15) keinen Einfluss von Simvastatin gezeigt hat als auch der Versuch zur
ektopischen Expression von PIM1 unter einem Nicht-Pim-1-Promotor weiterhin
reduzierte PIM1 Level nach Simvastatin-Behandlung detektiert werden konnten
(Abb.12). Folglich missen die verringerten Pim-1 mRNA Level in den HepG2 aus der
Degradation dieser resultieren. Mit Hilfe des RT-qPCR Experimentes zur Inhibition der
Transkriptions-Initiation, vermittelt durch a-Amanitin, kann in den HepG2 Zellen diese
Vermutung untermauert werden (Abb.17). Ein weiterer Hinweis hierzu lieferte die
Analyse der mRNA Spiegel der mit Simvastatin und Cycloheximid behandelten Proben
aus dem Kontrollexperiment zur Inhibition der Translations-Elongation (Abb.19 c), da die
Pim-1 mRNA Level in der Doppelbehandlung nicht so stark hochreguliert sind wie in der
Cycloheximid-Einzelbehandlung. Ob ein Statin-vermittelter Knockdown auf posttrans-
kriptioneller Ebene auch in den LS174T Zellen zutreffen kédnnte, muss noch in einem
entsprechenden Experiment abgeklart werden. Hier konnten allerdings die Unter-
suchungen zur Inhibition der Translations-Elongation (Abb.21, 22), vermittelt durch
Cycloheximid, den Simvastatin-bedingten Knockdown von PIM1 auf translationeller
Ebene bestatigen. Allerdings deutet der Versuch des metabolic labeling (Abb.23 b) in
den LS174T Zellen eher auf eine unspezifische Statin-Wirkung beziglich der
Translation-Inhibition hin. Auch in den HepG2 Zellen schein Simvastatin eine
Herunterregulation von PIM1 (ber diese Ebene zu bewirken. Da das metabolic labeling
(Abb.23 a) keinen inhibierenden Einfluss auf die Translation von Proteinen Simvastatin-
behandelter HepG2 Zellen zeigen konnte und in den Untersuchungen zur Translations-
Elongation (Abb.19, 20) ein PIM1 Knockdown beobachtet werden konnte, kann ein
spezifischer Einfluss von Simvastatin auf translationeller Ebene vermutet werden. Damit
existiert die Moglichkeit, dass Simvastatin in beiden Zelllinien die PIM1 Kinase auf
posttranskriptioneller und translationeller Ebene reguliert. In den HepG2 Zellen scheint
der Statin-Effekt verstarkt auf dem mRNA Abbau von Pim-1 zu liegen und sich in
geringem Ausmal} auf die Inhibition der Translation auszuwirken. In der Dickdarmkrebs-
Zelllinie LS174T hingegen ist vermutlich die Simvastatin-Wirkung vorwiegend auf
translationeller Ebene durch Hemmung von Translations-Initiationsfaktoren oder deren
Regulationsmechanismen [191, 205-207]. Ein mRNA Abbau von Pim-1 kann nicht
ausgeschlossen werden, da auch hier verringerte mRNA Level nach einer Simvastatin-
Behandlung detektiert wurden (Abb.17). Zudem konnte bereits in Hefezellen gezeigt
werden, dass die Blockierung der Translation gleichzeitig die Degradation der mRNA
[209, 210], zum Beispiel vermittelt durch mRNA-Destabilisierungsproteine wie
decapping factors und das elF4E-Bindeprotein 4E-T, bewirkt [194, 212]. Dadurch kann

bestatigt werden, dass Statine durch Unterdriickung des Mevalonatweges und somit
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einer verhinderten Verankerung von GTPasen in der Zellmembran durch fehlende

Prenylierung mehrere Regulationsebenen beeinflussen kénnen [22, 23].

4.7 Mogliche Funktion von PIM1 in Monozyten und Makrophagen

PIM1 ist eine prosurvival Kinase, die unter anderem das Zellwachstum beziehungsweise
die Zellteilung férdert, die Apoptose in Tumorzellen unterdriickt und deren
Differenzierung reguliert [54, 57, 62]. Da ein Knockout der PIM1 Kinase in Mausen
lediglich zu einem geringfligig veranderten Phanotyp fihrt [88], stellt sich die Frage nach
der Funktion dieser fiir das Uberleben so wichtigen Kinase in gesunden Zellen. Dabei
fokussierten sich die Untersuchungen in dieser Arbeit auf die Rolle von PIM1 als
Regulator fir die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. Deshalb kamen
hierbei primare M1 Makrophagen zum Einsatz, da diese fir die Anti-Tumor-
Immunantwort verantwortlich sind [104]. Dafiir wurden zunachst Monozyten aus
menschlichem Spenderblut isoliert und bis zur Makrophagen-Reife kultiviert. Die
Umsetzung erfolgte durch den Einsatz von Lipopolysacchariden (LPS) und Interferonen
oder Wachstumsfaktoren, welche die Transkription von early response genes, wie Pim-
1, induzieren kénnen [62, 108, 109]. Die eingesetzten Cytokine GM-CSF [114] und INFy
[112] bewirken eine Aktivitatssteigerung des JAK/STAT-Signalweges, welcher eine
wichtige regulatorische Signalkaskade bei Differenzierungsprozessen darstellt [114].
Weil dieser Signalweg auch eine Hochregulation der Pim-1 Expression hervorruft [114],
konnten erste Informationen Uber die mogliche Rolle von PIM1 bei der

Zelldifferenzierung in Nicht-Tumorzellen gewonnen werden.

Fir den Spender 1 in Abbildung 28 kann beobachtet werden, dass unter GM-CSF-Gabe
die PIM1 Protein- und mRNA Level der Monozyten an Tag 3 und der Makrophagen an
Tag 12 hoéher sind als nach LPS- und INFy-Behandlung. Des Weiteren lasst sich
feststellen, dass die Pim-1 mRNA Level nach einer 18 stiundigen LPS- und INFy-
Inkubation Uber den gesamten Zeitraum von 5 bis 12 Tagen im Vergleich zu den
unbehandelten Tag 0-Monozyten signifikant herunterreguliert sind. Dadurch kann
vermutet werden, dass das Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon y nicht zur Induktion
des Pim-1 Transkriptes fihren oder eine Behandlungsdauer von 18 Stunden hierflr nicht
ausreichend ist. Allerdings ist sowohl fir Spender 1 nach LPS- und INFy-Gabe (Abb.28
a, b) als auch fir Spender 2 nach GM-CSF-Inkubation (Abb.29 a, b) an den Tagen 5 und
7 zu beobachten, dass die PIM1 Proteinlevel hier ein Maximum aufweisen. Da in diesem

Zeitraum in situ die Monozyten aus dem Blut in die Gewebe einwandern und dort zu
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Makrophagen ausdifferenzieren [102], kdnnte zunachst vermutet werden, dass PIM1
eine mogliche Funktion bei der Differenzierung von gesunden Zellen einnimmt. Des
Weiteren ist bei der Betrachtung der Pim-1 mRNA Spiegel nach je einer 10 ng/ml GM-
CSF-Behandlung der Spender 2 (Abb.29 c¢), 3 (Abb.30 a) und 4 (Abb.30 b) zu erkennen,
dass diese Uber den gesamten Zeitraum von 10 Tagen oszillieren, also teilweise starken
Schwankungen unterliegen. Besonders interessant ist dabei, dass mit Beginn der
Differenzierung der Monozyten zu M1 Makrophagen an Tag 5 die mRNA Level von Pim-
1 in allen drei Spendern signifikant im Vergleich zu Tag 3 ansteigen, gefolgt von einer
deutlichen Abnahme an Tag 7 und dem Abschluss des Differenzierungsprozesses. Vor
allem fir die Spender 3 und 4 aus Abbildung 30 (a) und (b) ist zu sehen, dass die
Expression der Pim-1 mRNA wahrend der Differenzierung und im Stadium der
ausgereiften M1 Makrophagen zunimmt. Damit deutet sich auch auf transkriptioneller
Ebene an, dass Pim-1 mdglicherweise einen wichtigen Einfluss auf die Differenzierung
hat und sich in ausdifferenzierten M1 Makrophagen anreichert. Jedoch ware fir eine
evidenzbasierte Aussage zur Funktion von PIM1 bei der Differenzierung primarer Zellen
ein Knockout-Experiment mit Hilfe eines PIM1 Inhibitors oder einer spezifischen siRNA
noétig, um zu analysieren ob der Differenzierungsprozess verlangsamt oder gar blockiert
ist durch die Hemmung der PIM1 Kinase beziehungsweise dessen mRNA. Denn allein
schon die Behandlung der Monozyten mit den hier verwendeten Cytokinen, GM-CSF
und Interferon vy, flhrt zu einer Induktion des bei der Differenzierung involvierten
JAK/STAT-Signalweges [114], weshalb kein eindeutiger Rickschluss auf die Rolle von
PIM1 beim Differenzierungsprozess gesunder, Nicht-Tumorzellen mdglich ist. Zudem
existieren neben den STAT-Transkriptionsfaktoren [217] noch weitere Transkriptions-
faktoren, die an den Pim-1 Promotor binden kénnen (siehe Abb.14) und dadurch
eventuell eine Differenzierung der Makrophagen aus Monozyten herbeifihren. So
bewirken NF-kB [112] und AP-1 [107, 115] die Differenzierung der Monozyten zu M1
Makrophagen. Zwar kommt es wahrend der Differenzierung zur gesteigerten Expression
von Pim-1 durch die JAK/STAT5- Signalkaskade [114], aber die durch Spender 1
gewonnenen Kenntnisse aus der LPS- und INFy-Behandlung der Monozyten an Tag 4
beziehungsweise Tag 5 deuten an, dass PIM1 nur einer von vielen Faktoren der
Differenzierung darstellt und andere, ebenfalls durch den JAK/STAT-Weg induzierten
Regulatoren, hierbei involviert zu sein scheinen. Denn die bei Spender 1 detektierten
Pim-1 mRNA Level an Tag 5 sind im Vergleich zu den unbehandelten Tag 0 Monozyten
stark herunterreguliert. Dennoch erfolgte die Differenzierung der Monozyten zu

Makrophagen.
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Trotzdem lassen die hier zugrunde liegenden Daten und die Kenntnisse aus dem
Tumorkontext eine mdgliche Funktion von PIM1 als einen wichtigen Regulator bei der

Differenzierung von Monozyten vermuten.

118









Quellenverzeichnis

Quellenverzeichnis

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

Hanahan, D. and R.A. Weinberg, Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
2011. 144(5): p. 646-74.

Fouad, Y.A. and C. Aanei, Revisiting the hallmarks of cancer. Am J Cancer Res,
2017. 7(5): p. 1016-1036.

www.cancer.gov

Spring, B., et al., Fostering multiple healthy lifestyle behaviors for primary
prevention of cancer. Am Psychol, 2015. 70(2): p. 75-90.

Anand, P., et al., Cancer is a preventable disease that requires major lifestyle
changes. Pharm Res, 2008. 25(9): p. 2097-116.

Schwender, H., et al., Distinct SNP combinations confer susceptibility to urinary
bladder cancer in smokers and non-smokers. PLoS One, 2012. 7(12): p. €51880.

Vogelstein, B. and K.W. Kinzler, Cancer genes and the pathways they control.
Nat Med, 2004. 10(8): p. 789-99.

Hanahan, D. and R.A. Weinberg, The hallmarks of cancer. Cell, 2000. 100(1): p.
57-70.

Barrett, J.C., Mechanisms of multistep carcinogenesis and carcinogen risk
assessment. Environ Health Perspect, 1993. 100: p. 9-20.

Weinstein, 1.B., Cancer. Addiction to oncogenes--the Achilles heal of cancer.
Science, 2002. 297(5578): p. 63-4.

Renan, M.J., How many mutations are required for tumorigenesis? Implications
from human cancer data. Mol Carcinog, 1993. 7(3): p. 139-46.

Merlo, L.M., et al., Cancer as an evolutionary and ecological process. Nat Rev
Cancer, 2006. 6(12): p. 924-35.

Croce, C.M., Causes and consequences of microRNA dysregulation in cancer.
Nat Rev Genet, 2009. 10(10): p. 704-14.

Croce, C.M., Oncogenes and cancer. N Engl J Med, 2008. 358(5): p. 502-11.

Mitra, A.K., et al., Novel delivery approaches for cancer therapeutics. J Control
Release, 2015. 219: p. 248-268.

Hamilton, G. and B. Rath, A short update on cancer chemoresistance. Wien Med
Wochenschr, 2014. 164(21-22): p. 456-60.

Jackson, S.E. and J.D. Chester, Personalised cancer medicine. Int J Cancer,
2015. 137(2): p. 262-6.

Imai, K. and A. Takaoka, Comparing antibody and small-molecule therapies for
cancer. Nat Rev Cancer, 2006. 6(9): p. 714-27.

Ernst, B. and K.S. Anderson, Immunotherapy for the treatment of breast cancer.
Curr Oncol Rep, 2015. 17(2): p. 5.

Kasinski, A.L. and F.J. Slack, Epigenetics and genetics. MicroRNAs en route to
the clinic: progress in validating and targeting microRNAs for cancer therapy. Nat
Rev Cancer, 2011. 11(12): p. 849-64.



Quellenverzeichnis

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Matusewicz, L., et al., The effect of statins on cancer cells--review. Tumour Biol,
2015. 36(7): p. 4889-904.

Kubatka, P., et al., Statins in oncological research: from experimental studies to
clinical practice. Crit Rev Oncol Hematol, 2014. 92(3): p. 296-311.

Osmak, M., Statins and cancer: current and future prospects. Cancer Lett, 2012.
324(1): p. 1-12.

Istvan, E.S. and J. Deisenhofer, Structural mechanism for statin inhibition of
HMG-CoA reductase. Science, 2001. 292(5519): p. 1160-4.

Alberts, AW., et al., Mevinolin: a highly potent competitive inhibitor of
hydroxymethylglutaryl-coenzyme A reductase and a cholesterol-lowering agent.
Proc Natl Acad Sci U S A, 1980. 77(7): p. 3957-61.

Endo, A., Monacolin K, a new hypocholesterolemic agent produced by a
Monascus species. J Antibiot (Tokyo), 1979. 32(8): p. 852-4.

Endo, A., M. Kuroda, and Y. Tsujita, ML-236A, ML-236B, and ML-236C, new
inhibitors of cholesterogenesis produced by Penicillium citrinium. J Antibiot
(Tokyo), 1976. 29(12): p. 1346-8.

Corsini, A., F.M. Maggi, and A.L. Catapano, Pharmacology of competitive
inhibitors of HMG-CoA reductase. Pharmacol Res, 1995. 31(1): p. 9-27.

Chan, K.K., A.M. Oza, and L.L. Siu, The statins as anticancer agents. Clin Cancer
Res, 2003. 9(1): p. 10-9.

Schachter, M., Chemical, pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of
statins: an update. Fundam Clin Pharmacol, 2005. 19(1): p. 117-25.

Menter, D.G., et al., Differential effects of pravastatin and simvastatin on the
growth of tumor cells from different organ sites. PLoS One, 2011. 6(12): p.
€28813.

Elshourbagy, N.A., H.V. Meyers, and S.S. Abdel-Meguid, Cholesterol: the good,
the bad, and the ugly - therapeutic targets for the treatment of dyslipidemia. Med
Princ Pract, 2014. 23(2): p. 99-111.

Brown, M.S. and J.L. Goldstein, The SREBP pathway: regulation of cholesterol
metabolism by proteolysis of a membrane-bound transcription factor. Cell, 1997.
89(3): p. 331-40.

Brown, M.S. and J.L. Goldstein, A proteolytic pathway that controls the
cholesterol content of membranes, cells, and blood. Proc Natl Acad Sci U S A,
1999. 96(20): p. 11041-8.

Moore, K.J., et al., The role of microRNAs in cholesterol efflux and hepatic lipid
metabolism. Annu Rev Nutr, 2011. 31: p. 49-63.

Ness, G.C., Z. Zhao, and D. Lopez, Inhibitors of cholesterol biosynthesis increase
hepatic low-density lipoprotein receptor protein degradation. Arch Biochem
Biophys, 1996. 325(2): p. 242-8.

Bourne, H.R., D.A. Sanders, and F. McCormick, The GTPase superfamily: a
conserved switch for diverse cell functions. Nature, 1990. 348(6297): p. 125-32.

Denoyelle, C., et al., Cerivastatin, an inhibitor of HMG-CoA reductase, inhibits
the signaling pathways involved in the invasiveness and metastatic properties of
highly invasive breast cancer cell lines: an in vitro study. Carcinogenesis, 2001.
22(8): p. 1139-1148.



Quellenverzeichnis

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

lannelli, F., et al., Targeting Mevalonate Pathway in Cancer Treatment:
Repurposing of Statins. Recent Patents on Anti-Cancer Drug Discovery, 2018.
13(2): p. 184-200.

Pisanti, S., et al., Novel prospects of statins as therapeutic agents in cancer.
Pharmacol Res, 2014. 88: p. 84-98.

Kato, S., et al., Lipophilic but not hydrophilic statins selectively induce cell death
in gynaecological cancers expressing high levels of HMGCoA reductase. J Cell
Mol Med, 2010. 14(5): p. 1180-93.

Warfel, N.A. and A.S. Kraft, PIM kinase (and Akt) biology and signaling in tumors.
Pharmacol Ther, 2015. 151: p. 41-9.

Yla-Herttuala, S., et al., Vascular endothelial growth factors: biology and current
status of clinical applications in cardiovascular medicine. J Am Coll Cardiol, 2007.
49(10): p. 1015-26.

Selten, G., H.T. Cuypers, and A. Berns, Proviral activation of the putative
oncogene Pim-1 in MuLV induced T-cell lymphomas. EMBO J, 1985. 4(7): p.
1793-8.

Cuypers, H.T., et al., Murine leukemia virus-induced T-cell lymphomagenesis:
integration of proviruses in a distinct chromosomal region. Cell, 1984. 37(1): p.
141-50.

Shay, K.P., et al., Pim-1 kinase stability is regulated by heat shock proteins and
the ubiquitin-proteasome pathway. Mol Cancer Res, 2005. 3(3): p. 170-81.

Mikkers, H., et al., Mice deficient for all PIM kinases display reduced body size
and impaired responses to hematopoietic growth factors. Mol Cell Biol, 2004.
24(13): p. 6104-15.

Qian, K.C., et al., Structural basis of constitutive activity and a unique nucleotide
binding mode of human Pim-1 kinase. J Biol Chem, 2005. 280(7): p. 6130-7.

Aweya, J.J., et al., Identification and molecular characterization of the Pim1
serine/threonine kinase homolog in Litopenaeus vannamei. Fish Shellfish
Immunol, 2018. 74: p. 491-500.

Eichmann, A., et al.,, Developmental expression of pim kinases suggests
functions also outside of the hematopoietic system. Oncogene, 2000. 19(9): p.
1215-24.

Muraski, J.A., et al., Pim-1 regulates cardiomyocyte survival downstream of Akt.
Nat Med, 2007. 13(12): p. 1467-75.

Zippo, A., et al., Identification of Flk-1 target genes in vasculogenesis: Pim-1 is
required for endothelial and mural cell differentiation in vitro. Blood, 2004.
103(12): p. 4536-4544.

Bachmann, M. and T. Moérdy, The serine/threonine kinase Pim-1. Int J Biochem
Cell Biol, 2005. 37(4): p. 726-30.

Wang, Z., et al., Pim-1: a serine/threonine kinase with a role in cell survival,
proliferation, differentiation and tumorigenesis. J Vet Sci, 2001. 2(3): p. 167-79.

Saris, C.J., J. Domen, and A. Berns, The pim-1 oncogene encodes two related
protein-serine/threonine kinases by alternative initiation at AUG and CUG. EMBO
J, 1991. 10(3): p. 655-64.

Xie, Y., et al., The 44 kDa Pim-1 kinase directly interacts with tyrosine kinase
Etk/BMX and protects human prostate cancer cells from apoptosis induced by
chemotherapeutic drugs. Oncogene, 2006. 25(1): p. 70-78.



Quellenverzeichnis

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

VI

Merkel, A.L., E. Meggers, and M. Ocker, PIM1 kinase as a target for cancer
therapy. Expert Opin Investig Drugs, 2012. 21(4): p. 425-36.

Palaty, C.K., et al., Identification of the autophosphorylation sites of the Xenopus
laevis pim-1 proto-oncogene-encoded protein kinase. Journal of Biological
Chemistry, 1997. 272(16): p. 10514-10521.

Nawijn, M.C., A. Alendar, and A. Berns, For better or for worse: the role of Pim
oncogenes in tumorigenesis. Nat Rev Cancer, 2011. 11(1): p. 23-34.

Reeves, R., et al., Primary Structure of the Putative Human Oncogene, Pim-1.
Gene, 1990. 90(2): p. 303-307.

Liang, C.and Y.Y. Li, Use of regulators and inhibitors of Pim-1, a serine/threonine
kinase, for tumour therapy (Review). Molecular Medicine Reports, 2014. 9(6): p.
2051-2060.

Blanco-Aparicio, C. and A. Carnero, Pim kinases in cancer: diagnostic,
prognostic and treatment opportunities. Biochem Pharmacol, 2013. 85(5): p. 629-
43.

Narlik-Grassow, M., C. Blanco-Aparicio, and A. Carnero, The PIM family of
serine/threonine kinases in cancer. Med Res Rev, 2014. 34(1): p. 136-59.

Wang, Z.P., et al., cDNA cloning, sequencing and characterization of bovine pim-
1. Veterinary Immunology and Immunopathology, 2001. 78(2): p. 177-195.

Chen, C.Y., et al., AU binding proteins recruit the exosome to degrade ARE-
containing mRNAs. Cell, 2001. 107(4): p. 451-64.

Sanduja, S., et al., The role of tristetraprolin in cancer and inflammation. Front
Biosci (Landmark Ed), 2012. 17: p. 174-88.

Kim, H.K., et al., Expression of proviral integration site for Moloney murine
leukemia virus 1 (Pim-1) is post-transcriptionally regulated by tristetraprolin in
cancer cells. J Biol Chem, 2012. 287(34): p. 28770-8.

Stoecklin, G., Posttranscriptional gene regulation. mRNA degradation in the
cytoplasm. BioSpektrum, 2009. 15(5): p. 505-508.

Blanco, F.F., et al., The mRNA-binding protein HUR promotes hypoxia-induced
chemoresistance through post-transcriptional regulation of the serine-threonine
kinase PIM1. Clinical Cancer Research, 2015. 21.

Nasser, M\W., et al., Down-regulation of micro-RNA-1 (miR-1) in lung cancer.
Suppression of tumorigenic property of lung cancer cells and their sensitization
to doxorubicin-induced apoptosis by miR-1. J Biol Chem, 2008. 283(48): p.
33394-405.

Thomas, M., et al., The proto-oncogene Pim-1 is a target of miR-33a. Oncogene,
2012. 31(7): p. 918-28.

Hoover, D.S., et al., Pim-1 protein expression is regulated by its 5'-untranslated
region and translation initiation factor elF-4E. Cell Growth Differ, 1997. 8(12): p.
1371-80.

Wang, Z.P., M. Weaver, and N.S. Magnuson, Cryptic promoter activity in the DNA
sequence corresponding to the pim-1 5 ~UTR. Nucleic Acids Research, 2005.
33(7): p. 2248-2258.

Kozak, M., An Analysis of 5-Noncoding Sequences from 699 Vertebrate
Messenger-Rnas. Nucleic Acids Research, 1987. 15(20): p. 8125-8148.



Quellenverzeichnis

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Kozak, M., Structural Features in Eukaryotic Messenger-Rnas That Modulate the
Initiation of Translation. Journal of Biological Chemistry, 1991. 266(30): p. 19867-
19870.

lyer, R.S., et al., A functional SUMO-motif in the active site of PIM1 promotes its
degradation via RNF4, and stimulates protein kinase activity. Sci Rep, 2017. 7(1):
p. 3598.

Kim, O., et al.,, Synergism of cytoplasmic kinases in IL6-induced ligand-
independent activation of androgen receptor in prostate cancer cells. Oncogene,
2004. 23(10): p. 1838-1844.

Mizuno, K., et al., Regulation of Pim-1 by Hsp90. Biochem Biophys Res
Commun, 2001. 281(3): p. 663-9.

Ma, J., et al., Negative regulation of Pim-1 protein kinase levels by the B56beta
subunit of PP2A. Oncogene, 2007. 26(35): p. 5145-53.

Jackson, M.P. and E.W. Hewitt, Cellular proteostasis: degradation of misfolded
proteins by lysosomes. Proteostasis, 2016. 60(2): p. 173-180.

Qiao, L.Y. and J.H. Zhang, Inhibition of lysosomal functions reduces proteasomal
activity. Neuroscience Letters, 2009. 456(1): p. 15-19.

Shin, Y.G., et al., The co-chaperone carboxyl terminus of Hsp70-interacting
protein (CHIP) mediates alpha-synuclein degradation decisions between
proteasomal and lysosomal pathways. Journal of Biological Chemistry, 2005.
280(25): p. 23727-23734.

Leung, C.O.N,, et al., PIM1 regulates glycolysis and promotes tumor progression
in hepatocellular carcinoma. Oncotarget, 2015. 6(13): p. 10880-10892.

Peng, Y.H., et al., Expression of pim-1 in Tumors, Tumor Stroma and Tumor-
Adjacent Mucosa Co-Determines the Prognosis of Colon Cancer Patients. Plos
One, 2013. 8(10).

Tursynbay, Y., et al., Pim-1 kinase as cancer drug target: An update. Biomedical
Reports, 2016. 4(2): p. 140-146.

Magnuson, N.S., et al., Why target PIM1 for cancer diagnosis and treatment?
Future Oncol, 2010. 6(9): p. 1461-78.

Zhang, Y., et al., Pim kinase-dependent inhibition of c-Myc degradation.
Oncogene, 2008. 27(35): p. 4809-4819.

Laird, P.W., et al., In vivo analysis of Pim-1 deficiency. Nucleic Acids Res, 1993.
21(20): p. 4750-5.

Vanderlugt, N.M.T., et al., Proviral Tagging in E-Mu-Myc Transgenic Mice
Lacking the Pim-1 Protooncogene Leads to Compensatory Activation of Pim-2.
Embo Journal, 1995. 14(11): p. 2536-2544.

Aho, T.L., et al., Pim-1 kinase promotes inactivation of the pro-apoptotic Bad
protein by phosphorylating it on the Ser112 gatekeeper site. FEBS Lett, 2004.
571(1-3): p. 43-9.

Gu, J.J., et al., PIM1 phosphorylates and negatively regulates ASK1-mediated
apoptosis. Oncogene, 2009. 28(48): p. 4261-4271.

Zhang, F., et al., PIM1 protein kinase regulates PRAS40 phosphorylation and
mTOR activity in FDCP1 cells. Cancer Biology & Therapy, 2009. 8(9): p. 846-
853.

Vil



Quellenverzeichnis

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

VI

Hogan, C., et al., Elevated levels of oncogenic protein kinase pim-1 induce the
pb53 pathway in cultured cells and correlate with increased mdm2 in mantle cell
lymphoma. Journal of Biological Chemistry, 2008. 283(26): p. 18012-18023.

Zhang, Y., Z. Wang, and N.S. Magnuson, Pim-1 kinase-dependent
phosphorylation of p21Cip1/WAF1 regulates its stability and cellular localization
in H1299 cells. Mol Cancer Res, 2007. 5(9): p. 909-22.

Morishita, D., et al., Pim kinases promote cell cycle progression by
phosphorylating and down-requlating p27Kip1 at the transcriptional and
posttranscriptional levels. Cancer Res, 2008. 68(13): p. 5076-85.

Maga, G. and U. Hubscher, Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a dancer
with many partners. Journal of Cell Science, 2003. 116(15): p. 3051-3060.

Mochizuki, T., et al., Physical and functional interactions between Pim-1 kinase
and Cdc25A phosphatase. Implications for the Pim-1-mediated activation of the
c-Myc signaling pathway. J Biol Chem, 1999. 274(26): p. 18659-66.

Bachmann, M., et al., The oncogenic serine/threonine kinase Pim-1 directly
phosphorylates and activates the G2/M specific phosphatase Cdc25C. Int J
Biochem Cell Biol, 2006. 38(3): p. 430-43.

Bachmann, M., et al., The oncogenic serine/threonine kinase Pim-1
phosphorylates and inhibits the activity of Cdc25C-associated kinase 1 (C-
TAK1): a novel role for Pim-1 at the G2/M cell cycle checkpoint. J Biol Chem,
2004. 279(46): p. 48319-28.

Bhattacharya, N., et al., Pim-1 associates with protein complexes necessary for
mitosis. Chromosoma, 2002. 111(2): p. 80-95.

Roh, M., et al., Overexpression of the oncogenic kinase Pim-1 leads to genomic
instability. Cancer Research, 2003. 63(23): p. 8079-8084.

Schell, B. and S. Linder, Magnetisierte Monozyten: Isolation, Mikroinjektion und
Stimulation primédrer humaner Monozyten und Makrophagen. Immunologie
Aktuell, 2001. 1(6): p. 152-158.

Johnston, R.B., Current Concepts - Immunology - Monocytes and Macrophages.
New England Journal of Medicine, 1988. 318(12): p. 747-752.

Murray, P.J. and T.A. Wynn, Protective and pathogenic functions of macrophage
subsets. Nat Rev Immunol, 2011. 11(11): p. 723-37.

Glass, C.K. and J.L. Witztum, Atherosclerosis: The road ahead. Cell, 2001.
104(4): p. 503-516.

Murphy, KM.T., P.; Walport, M., Janeway Immunologie. Vol. 7. 2014: Springer-
Verlag.

Arora, S., et al., Macrophages: Their role, activation and polarization in
pulmonary diseases. Immunobiology, 2018. 223(4-5): p. 383-396.

Mantovani, A., et al., The chemokine system in diverse forms of macrophage
activation and polarization. Trends Immunol, 2004. 25(12): p. 677-86.

Mosser, D.M., The many faces of macrophage activation. J Leukoc Biol, 2003.
73(2): p. 209-12.

Niedobitek, G., et al., Tumor-associated macrophages. Function and
differentiation. Pathologe, 2015. 36(5): p. 477-484.



Quellenverzeichnis

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Duluc, D., et al.,, Tumor-associated leukemia inhibitory factor and IL-6 skew
monocyte differentiation into tumor-associated macrophage-like cells. Blood,
2007. 110(13): p. 4319-4330.

Oeckinghaus, A., M.S. Hayden, and S. Ghosh, Crosstalk in NF-kappa B signaling
pathways. Nature Immunology, 2011. 12(8): p. 695-708.

Lawrence, T., Coordinated Regulation of Signaling Pathways during Macrophage
Activation. Microbiology Spectrum, 2016. 4(5).

Lehtonen, A., et al., Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF)-induced STATS activation and target-gene expression during human
monocyte/macrophage differentiation. J Leukoc Biol, 2002. 71(3): p. 511-9.

Eferl, R. and E.F. Wagner, AP-1: A double-edged sword in tumorigenesis. Nature
Reviews Cancer, 2003. 3(11): p. 859-868.

Satoh, T., et al., The Jmjd3-Irf4 axis regulates M2 macrophage polarization and
host responses against helminth infection. Nature Immunology, 2010. 11(10): p.
936-U89.

Odegaard, J.l., et al., Macrophage-specific PPAR gamma controls alternative
activation and improves insulin resistance. Nature, 2007. 447(7148): p. 1116-
u12.

Ruffell, D., et al., A CREB-C/EBP beta cascade induces M2 macrophage-specific
gene expression and promotes muscle injury repair. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 2009. 106(41): p. 17475-
17480.

Mahat, D.B., et al., Coordinated expression of tristetraprolin post-transcriptionally
attenuates mitogenic induction of the oncogenic Ser/Thr kinase Pim-1. PLoS
One, 2012. 7(3): p. €33194.

Vallania, F., et al., Genome-wide discovery of functional transcription factor
binding sites by comparative genomics: the case of Stat3. Proc Natl Acad Sci U
S A, 2009. 106(13): p. 5117-22.

Sambrook, J., Fritsch, E. and Maniatis, T., Molecular Cloning. A laboratory
manual. Vol. 1,2, and 3. 1989, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press.

Woodcock, D.M., et al., Quantitative evaluation of Escherichia coli host strains
for tolerance to cytosine methylation in plasmid and phage recombinants. Nucleic
Acids Res, 1989. 17(9): p. 3469-78.

Bertani, G., Studies on lysogenesis. |. The mode of phage liberation by lysogenic
Escherichia coli. J Bacteriol, 1951. 62(3): p. 293-300.

Griffith, F., The Significance of Pneumococcal Types. J Hyg (Lond), 1928. 27(2):
p. 113-59.

Gstraunthaler, G. and T. Lindl, Zell- und Gewebekultur. Allgemeine Grundlagen
und spezielle Anwendungen. Vol. 7. 2013, Berlin Heidelberg: Springer-Verlag.

Gey, G.0., W.D. Coffman, and M.T. Kubicek, Tissue Culture Studies of the
Proliferative Capacity of Cervical Carcinoma and Normal Epithelium. Cancer
Research, 1952. 12(4): p. 264-265.

Aden, D.P., et al., Controlled synthesis of HBsAg in a differentiated human liver
carcinoma-derived cell line. Nature, 1979. 282(5739): p. 615-6.

Lopez-Terrada, D., et al.,, Hep G2 is a hepatoblastoma-derived cell line. Hum
Pathol, 2009. 40(10): p. 1512-5.

IX



Quellenverzeichnis

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Tom, B.H., et al., Human colon adenocarcinoma cells. Il. Tumorigenic and
organoid expression in vivo and in vitro. J Natl Cancer Inst, 1977. 58(5): p. 1507-
12.

Fogh, J., J.M. Fogh, and T. Orfeo, One hundred and twenty-seven cultured
human tumor cell lines producing tumors in nude mice. J Natl Cancer Inst, 1977.
59(1): p. 221-6.

Banfalvi, G., Cell cycle synchronization of animal cells and nuclei by centrifugal
elutriation. Nature Protocols, 2008. 3(4): p. 663-673.

Bensuade, O., Inhibiting eukaryotic transcription. Which compound to choose?
How to evaluate its activity? Transcription, 2011. 2(3): p. 103-108.

Schneider-Poetsch, T., et al., Inhibition of eukaryotic translation elongation by
cycloheximide and lactimidomycin. Nature Chemical Biology, 2010. 6(3): p. 209-
217.

Qin, H., et al., Lysosomal and proteasomal degradation play distinct roles in the
life cycle of Cx43 in gap junctional intercellular communication-deficient and -
competent breast tumor cells. Journal of Biological Chemistry, 2003. 278(32): p.
30005-30014.

Tanaka, R.D., et al., Inhibition of lysosomal protein degradation inhibits the basal
degradation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase. J Lipid Res,
1986. 27(3): p. 261-73.

Tulchin, N., L. Ornstein, and B.J. Davis, A microgel system for disc
electrophoresis. Anal Biochem, 1976. 72: p. 485-90.

Towbin, H., T. Staehelin, and J. Gordon, Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications.
Proc Natl Acad Sci U S A, 1979. 76(9): p. 4350-4.

Gould, S.J. and S. Subramani, Firefly luciferase as a tool in molecular and cell
biology. Anal Biochem, 1988. 175(1): p. 5-13.

Shifera, A.S. and J.A. Hardin, Factors modulating expression of Renilla luciferase
from control plasmids used in luciferase reporter gene assays. Anal Biochem,
2010. 396(2): p. 167-72.

Thorne, N., J. Inglese, and D.S. Auldl, llluminating Insights into Firefly Luciferase
and Other Bioluminescent Reporters Used in Chemical Biology. Chemistry &
Biology, 2010. 17(6): p. 646-657.

Tsanev, R., Direct spectrophotometric analysis of ribonucleic acid fractionation
by agar-gel electrophoresis. Biochim Biophys Acta, 1965. 103(3): p. 374-82.

Smith, H.O. and K.W. Wilcox, A restriction enzyme from Hemophilus influenzae.
1. Purification and general properties. J Mol Biol, 1970. 51(2): p. 379-91.

Danna, K. and D. Nathans, Specific cleavage of simian virus 40 DNA by
restriction endonuclease of Hemophilus influenzae. Proc Natl Acad Sci U S A,
1971. 68(12): p. 2913-7.

Gibson, D.G., et al., Enzymatic assembly of DNA molecules up to several
hundred kilobases. Nat Methods, 2009. 6(5): p. 343-5.

Baltimore, D., RNA-dependent DNA polymerase in virions of RNA tumour
viruses. Nature, 1970. 226(5252): p. 1209-11.

Temin, H.M. and S. Mizutani, RNA-dependent DNA polymerase in virions of Rous
sarcoma virus. Nature, 1970. 226(5252): p. 1211-3.



Quellenverzeichnis

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

Saiki, R.K., et al., Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, 1985.
230(4732): p. 1350-4.

Schmittgen, T.D. and K.J. Livak, Analyzing real-time PCR data by the
comparative C(T) method. Nat Protoc, 2008. 3(6): p. 1101-8.

Schneider, C.A., W.S. Rasband, and K.W. Eliceiri, NIH Image to ImageJ: 25
years of image analysis. Nature Methods, 2012. 9(7): p. 671-675.

Heinz, S., et al., Simple Combinations of Lineage-Determining Transcription
Factors Prime cis-Regulatory Elements Required for Macrophage and B Cell
Identities. Molecular Cell, 2010. 38(4): p. 576-589.

Farre, D., et al., Identification of patterns in biological sequences at the ALGGEN
server: PROMO and MALGEN. Nucleic Acids Research, 2003. 31(13): p. 3651-
3653.

Stine, J.E., et al., The HMG-CoA reductase inhibitor, simvastatin, has anti-
tumorigenic effects in ovarian cancer cell lines and a genetically engineered
serous ovarian cancer mouse model. Gynecologic Oncology, 2015. 137: p. 63-+.

Fang, Z., et al., Simvastatin inhibits renal cancer cell growth and metastasis via
AKT/mTOR, ERK and JAK2/STAT3 pathway. PLoS One, 2013. 8(5): p. €62823.

Block, K.M., et al., IL-6 Stimulates STAT3 and Pim-1 Kinase in Pancreatic Cancer
Cell Lines. Pancreas, 2012. 41(5): p. 773-781.

Ivanov, V.N. and T.K. Hei, Regulation of apoptosis in human melanoma and
neuroblastoma cells by statins, sodium arsenite and TRAIL: a role of combined
treatment versus monotherapy. Apoptosis, 2011. 16(12): p. 1268-84.

Li, Y., M. Song, and M. Kiledjian, Differential utilization of decapping enzymes in
mammalian mRNA decay pathways. RNA, 2011. 17(3): p. 419-28.

Rudd, M.D. and D.S. Luse, Amanitin greatly reduces the rate of transcription by
RNA polymerase Il ternary complexes but fails to inhibit some transcript cleavage
modes. J Biol Chem, 1996. 271(35): p. 21549-58.

Klionsky, D.J., Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in
less than a decade. Nat Rev Mol Cell Biol, 2007. 8(11): p. 931-7.

Yamada, E. and R. Singh, Mapping autophagy on to your metabolic radar.
Diabetes, 2012. 61(2): p. 272-80.

Notarnicola, M., V. Tutino, and M.G. Caruso, Tumor-Induced Alterations in Lipid
Metabolism. Current Medicinal Chemistry, 2014. 21(24): p. 2729-2733.

Fritz, V., et al., Metabolic intervention on lipid synthesis converging pathways
abrogates prostate cancer growth. Oncogene, 2013. 32(42): p. 5101-5110.

Hirsch, H.A., et al., A Transcriptional Signature and Common Gene Networks
Link Cancer with Lipid Metabolism and Diverse Human Diseases. Cancer Cell,
2010.17(4): p. 348-361.

Freed-Pastor, W.A., et al., Mutant p53 Disrupts Mammary Tissue Architecture via
the Mevalonate Pathway. Cell, 2012. 148(1-2): p. 244-258.

Hentosh, P., et al., Sterol-independent regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase in tumor cells. Mol Carcinog, 2001. 32(3): p. 154-66.

Li, Y.C., et al., Elevated levels of cholesterol-rich lipid rafts in cancer cells are
correlated with apoptosis sensitivity induced by cholesterol-depleting agents. Am
J Pathol, 2006. 168(4): p. 1107-18; quiz 1404-5.

Xl



Quellenverzeichnis

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Xl

Malenda, A., et al., Statins impair glucose uptake in tumor cells. Neoplasia, 2012.
14(4): p. 311-23.

Hu, M. and B. Tomlinson, Evaluation of the pharmacokinetics and drug
interactions of the two recently developed statins, rosuvastatin and pitavastatin.
Expert Opin Drug Metab Toxicol, 2014. 10(1): p. 51-65.

Karagkounis, G., et al., Simvastatin enhances radiation sensitivity of colorectal
cancer cells. Surgical Endoscopy and Other Interventional Techniques, 2018.
32(3): p. 1533-1539.

Zhong, S.L., et al., Statin use and mortality in cancer patients: Systematic review
and meta-analysis of observational studies. Cancer Treatment Reviews, 2015.
41(6): p. 554-567.

Platz, E.A., et al., Statin drugs and risk of advanced prostate cancer. J Natl
Cancer Inst, 2006. 98(24): p. 1819-25.

Murtola, T.J., et al., Statin use and breast cancer survival: a nationwide cohort
study from Finland. PLoS One, 2014. 9(10): p. e110231.

Ahern, T.P., et al., Statins and breast cancer prognosis: evidence and
opportunities. Lancet Oncol, 2014. 15(10): p. e461-8.

Ahern, T.P., et al., Statin prescriptions and breast cancer recurrence risk: a
Danish nationwide prospective cohort study. J Natl Cancer Inst, 2011. 103(19):
p. 1461-8.

Pradelli, D., et al., Statins and primary liver cancer: a meta-analysis of
observational studies. European Journal of Cancer Prevention, 2013. 22(3): p.
229-234.

Lonardo, A. and P. Loria, Potential for statins in the chemoprevention and
management of hepatocellular carcinoma. Journal of Gastroenterology and
Hepatology, 2012. 27(11): p. 1654-1664.

Liu, Y.Q., et al., Association between statin use and colorectal cancer risk: a
meta-analysis of 42 studies. Cancer Causes & Control, 2014. 25(2): p. 237-249.

Thibault, A., et al., Phase | study of lovastatin, an inhibitor of the mevalonate
pathway, in patients with cancer. Clin Cancer Res, 1996. 2(3): p. 483-91.

Feleszko, W., et al., Potentiated antitumour effects of cisplatin and lovastatin
against MmB16 melanoma in mice. Eur J Cancer, 1998. 34(3): p. 406-11.

Agarwal, B., et al., Lovastatin augments apoptosis induced by chemotherapeutic
agents in colon cancer cells. Clin Cancer Res, 1999. 5(8): p. 2223-9.

Feleszko, W., et al., Lovastatin potentiates antitumor activity and attenuates
cardiotoxicity of doxorubicin in three tumor models in mice. Clin Cancer Res,
2000. 6(5): p. 2044-52.

Kim, S.T., et al.,, Simvastatin plus capecitabine-cisplatin versus placebo plus
capecitabine-cisplatin in patients with previously untreated advanced gastric
cancer: A double-blind randomised phase 3 study. European Journal of Cancer,
2014. 50(16): p. 2822-2830.

Vinayak, S., et al., A clinical trial of lovastatin for modification of biomarkers
associated with breast cancer risk. Breast Cancer Research and Treatment,
2013. 142(2): p. 389-398.

Silva, M., et al., Meta-analysis of drug-induced adverse events associated with
intensive-dose statin therapy. Clinical Therapeutics, 2007. 29(2): p. 253-260.



Quellenverzeichnis

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

de Denus, S., et al., Statins and liver toxicity: A meta-analysis. Pharmacotherapy,
2004. 24(5): p. 584-591.

Macedo, A.F., et al., Unintended effects of statins from observational studies in
the general population: systematic review and meta-analysis. Bmc Medicine,
2014.12.

Jacobs, D., et al., Report of the Conference on Low Blood Cholesterol: Mortality
Associations. Circulation, 1992. 86(3): p. 1046-60.

Kritchevsky, S.B., Dietary lipids and the low blood cholesterol-cancer association.
Am J Epidemiol, 1992. 135(5): p. 509-20.

Eichholzer, M., et al., Association of low plasma cholesterol with mortality for
cancer at various sites in men: 17-y follow-up of the prospective Basel study. Am
J Clin Nutr, 2000. 71(2): p. 569-74.

Gbelcova, H., et al., Variability in statin-induced changes in gene expression
profiles of pancreatic cancer. Scientific Reports, 2017. 7.

Bjarnadottir, O., et al.,, Global Transcriptional Changes Following Statin
Treatment in Breast Cancer. Clinical Cancer Research, 2015. 21(15): p. 3402-
3411.

Tuckow, A.P., et al., Simvastatin represses protein synthesis in the muscle-
derived C(2)C(1)(2) cell line with a concomitant reduction in eukaryotic initiation
factor 2B expression. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2011. 300(3): p. E564-70.

Campbell, M.J., et al., Breast cancer growth prevention by statins. Cancer
Research, 2006. 66(17): p. 8707-8714.

Coller, J. and R. Parker, Eukaryotic mRNA decapping. Annu Rev Biochem, 2004.
73: p. 861-90.

Coller, J. and R. Parker, Eukaryotic mRNA decapping. Annual Review of
Biochemistry, 2004. 73: p. 861-890.

Carthew, RW. and E.J. Sontheimer, Origins and Mechanisms of miRNAs and
SiRNAs. Cell, 2009. 136(4): p. 642-55.

Wang, Y., et al., Downregulation of microRNA33a promotes cyclindependent
kinase 6, cyclin D1 and PIM1 expression and gastric cancer cell proliferation. Mol
Med Rep, 2015.

Kosmidou, |., et al., Statin Treatment and 3' Polyadenylation of eNOS mRNA.
Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology, 2007. 27(12): p. 2642-2649.

Rodrigues, A.C., et al., Decreased ABCB1 mRNA expression induced by
atorvastatin results from enhanced mRNA degradation in HepG2 cells. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, 2009. 37(3-4): p. 486-491.

Spilka, R., et al., Eukaryotic translation initiation factors in cancer development
and progression. Cancer Letters, 2013. 340(1): p. 9-21.

Ali, M.U., et al., Eukaryotic translation initiation factors and cancer. Tumor
Biology, 2017. 39(6): p. 1-19.

Jackson, R.J., C.U.T. Hellen, and T.V. Pestova, The mechanism of eukaryotic
translation initiation and principles of its regulation. Nature Reviews Molecular
Cell Biology, 2010. 11(2): p. 113-127.

Sonenberg, N. and A.G. Hinnebusch, Regulation of Translation Initiation in
Eukaryotes: Mechanisms and Biological Targets. Cell, 2009. 136(4): p. 731-745.

Xl



Quellenverzeichnis

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

XV

Pickering, B.M. and A.E. Willis, The implications of structured 5' untranslated
regions on translation and disease. Semin Cell Dev Biol, 2005. 16(1): p. 39-47.

Rabkin, S.W., P. Lodha, and J.Y. Kong, Reduction of protein synthesis and statin-
induced cardiomyocyte cell death. Cardiovascular Toxicology, 2007. 7(1): p. 1-9.

Woodard, J., et al., Statin-dependent suppression of the Akt/mammalian target
of rapamycin signaling cascade and programmed cell death 4 up-regulation in
renal cell carcinoma. Clinical Cancer Research, 2008. 14(14): p. 4640-4649.

Dong, X., et al., Quantitative proteomic analysis revealed lovastatin-induced
perturbation of cellular pathways in HL-60 cells. J Proteome Res, 2011. 10(12):
p. 5463-71.

Li, W.J., et al.,, Simvastatin exerts anti-hepatitis B virus activity by inhibiting
expression of minichromosome maintenance protein 7 in HepG2.2.15 cells.
Molecular Medicine Reports, 2016. 14(6): p. 5334-5342.

Beelman, C.A. and R. Parker, Differential-Effects of Translational Inhibition in Cis
and in Trans on the Decay of the Unstable Yeast Mfa2 Messenger-Rna. Journal
of Biological Chemistry, 1994. 269(13): p. 9687-9692.

Schwartz, D.C. and R. Parker, Mutations in translation initiation factors lead to
increased rates of deadenylation and decapping of mRNAs in Saccharomyces
cerevisiae. Molecular and Cellular Biology, 1999. 19(8): p. 5247-5256.

Muhlrad, D., C.J. Decker, and R. Parker, Turnover Mechanisms of the Stable
Yeast Pgk1 Messenger-Rna. Molecular and Cellular Biology, 1995. 15(4): p.
2145-2156.

Brook, M. and N.K. Gray, The role of mammalian poly(A)-binding proteins in co-
ordinating mRNA turnover. Biochem Soc Trans, 2012. 40(4): p. 856-64.

Nishimura, T., et al., The elF4E-Binding Protein 4E-T Is a Component of the
mRNA Decay Machinery that Bridges the 5 'and 3 ' Termini of Target mRNASs.
Cell Reports, 2015. 11(9): p. 1425-1436.

Rao, S., et al., Lovastatin-mediated G(1) arrest is through inhibition of the
proteasome, independent of hydroxymethyl glutaryl-CoA reductase. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1999.
96(14): p. 7797-7802.

Vosper, J., et al., Statin-induced depletion of geranylgeranyl pyrophosphate
inhibits cell proliferation by a novel pathway of Skp2 degradation. Oncotarget,
2014. 6(5): p. 2889-2902.

Wojcik, C., et al., Lovastatin and simvastatin are modulators of the proteasome.
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 2000. 32(9): p. 957-965.

Seeler, J.S. and A. Dejean, SUMO and the robustness of cancer. Nat Rev
Cancer, 2017. 17(3): p. 184-197.

Lawrence, T. and G. Natoli, Transcriptional regulation of macrophage
polarization: enabling diversity with identity. Nature Reviews Immunology, 2011.
11(11): p. 750-761.



Anhang

Anhang

7 7
a) b) mDMSO
~n 6 N O
5 5
g g o010 pM Simvastatin
o 4 o 4
5 5
%3 g3 010 uM Mevalonat
w w
§ 2 5 2
9 1 ) .
m 10 pM Simvastatin
0 ] ] 0 ) ) ~ +10 pM Mevalonat
& \S@' é{._@‘ & § ‘So‘
2 . 06' @06 R 065 0060
¢ N N: ¢ X
& N Q?‘%““ N
mDMSO @10 yM Simvastatin

Abb.32: Dual-Luciferase-Assay. Transfektion verschiedener pFR_HCV_xb 5-UTR-Konstrukte (+Pim-1 5*-
UTR, +B-Aktin 5-UTR und pFR_HCV_xb Leervektor) in HepG2 Zellen zur Messung der Translations-
effizienz (Firefly-Luciferase) normiert auf die Renilla-Luciferase (Transfektionskontrolle) und das Firefly-
Luciferase Hintergrundsignal (oFR_HCV_xb Leervektor ohne HSV TK-Promotor). Die Zellen wurden fiir 48
Stunden entweder mit a) 10 uM Simvastatin (hellgrau) oder DMSO (dunkelgrau) (n= 16) und in b) mit 10 yM
Simvastatin (hellgrau), 10 yM Mevalonat (wei), 10 yM Simvastatin + 10 yM Mevalonat (schwarz) oder
DMSO (dunkelgrau) behandelt (n= 3 bis 5). Der pFR_HCV_xb Leervektor diente als Kontrolle des Statin-
Einflusses auf das Plasmidbackbone. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £+ SEM aus n unabhangigen

Zellproben.
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Anhang

pFR_HCV_xb+Pim-1-STAT3 BS Wildtyp
Gesamtvektor: 6633 nt

5297 5'-
CCCTTCCCAGAAATCAGGATTCGCTGGTGCTTTTGCATTTCTAAAATGGGAATCCCGTG

GCTGAGCTTTTAGCCGGCCGGAACGACTGAGGGCTGCATCCCTTTCCCGCAGGAGCGGG

GCTCCCGCCTCCAGTTCTGTTCCAGGCCTGACTCCTCCACTCCCTCCGTGACTCATGTC

CTGCGGATCCTTCGCCCCCGACGCGCCCCCCAACACACAAACCCCCAGAATCCGCCCCC

AGCCTACAGCGCGACGTCAGCCCGCCCCAGCCGACTTGGAGGTCTCGGGTCTGAGTCAC

ACAGAAAGACCACCCTCGTCGGCATCCCCACACACAGTCCGACACCCGGCGLCGLCCGGLC

TCCCCGCCTGACACACTAACGCCCGTCGTCTCCGCGCAACTTGTTATGCTCCGGCTCGA

GCCCTTGACCCAAAACCCTCAGCGAAACGGAGAGCCGCAGAGCCGGCCTCGGGCGGLCT

TTGATGGCTTTGTTATTGTTTGGGTTTGAATCGATACGCCCCTCCCCATCCTTCCTCCC

TCGCGGCCCTACACCCAGCTCCCGCCTCCCCTCACGCCCCGCGCCCCTCCCCCTCCATT

TTGGCGCCTTTTCCTTCCCGCCACGTCGTGGCGGCGTAGAGACCATTCTGACCGCGAGA

GCTGGGCGGGGCGEEEGCGEGGECGCGCCGAGTTATGCAGATCAATCGGCCTCTGGTTGG

CTGGAGTAGCGCTGGCAGGGGCGGGGCCGEGEGCECGGCCACAGAGCGLCGLCEGEGEELGEEEE

GCCGAGGGGAGTCGCCCAGTCCCGCCGCTTCCCCACCCCCTCTCCTCCCTCGGCCGGLC

CGGCAGCCCTGCTCCCCGCCTTGGCCTCCCGGAGAGGCCCCGCCCCGTCCCCGLCCGCC

GCGCCCTCCCCGCGCGCCCTCCCCGCCGGCGCGCTCCTCCCCTTTACTCCTGGCTGCGG

GGCGAGCCGGGCGTCTGCTGCAGCGGCCGCGGTGGCTGAGGAGGCCCGAGAGGAGTCGG
TGGCAGCGGCGGCGGCGGGACCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACCACT
AGCCTCCTGCCCCGCGGCGLCTGCCGCACGAGCCCCACGAGCCGCTCACCCCGCCGETTCT
CAGCGCTGCCCGACCCCGCTGGCGCGCCCTCCCGCCGCCAGTCCCGGCAGCGCCCTCAG
TTGTCCTCCGACTCGCCCTCGGCCTTCCGCGCCAGCCGCAGCCACAGCCGCAACGCCAC
CCGCAGCCACAGCCACAGCCACAGCCCCAGGCATAGCCTTCGGCACAGCCCCGGCTCCG
GCTCCTGCGGCAGCTCCTCTGGGCACCGTCCCTGCGCCGACATCCTGGAGGTTGGGATG
-20 3¢

STAT3 Bindestelle: gelb und unterstrichen
Pim-1 Promotorbereich: unterstrichen
Pim-1 5*-UTR: nicht unterstrichen

Startcodons: hellblau

XVI
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Pim-1 cDNA Wildtyp Sequenz (NM_002648.2) kloniert in pCMV6-XL4 Vektor
GesamtgrofRe: 2648 nt
51—

CCCGAGAGGAGTCGGTGGCAGCGGCGGCGGCGGGACCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA
GCAGCAACCACTAGCCTCCTGCCCCGCGGCGCTGCCGCACGAGCCCCACGAGCCGCTCA
CCCCGCCGTTCTCAGCGCTGCCCGACCCCGCTGGCGCGCCCTCCCGCCGCCAGTCCCGG
CAGCGCCCTCAGTTGTCCTCCGACTCGCCCTCGGCCTTCCGCGCCAGCCGCAGCCACAG
CCGCAACGCCACCCGCAGCCACAGCCACAGCCACAGCCCCAGGCATAGCCTTCGGCACA
GCCCCGGCTCCGGCTCCTGCGGCAGCTCCTCTGGGCACCGTCCCTGCGCCGACATCCTG
GAGGTTGGGATGCTCTTGTCCAAAATCAACTCGCTTGCCCACCTGCGCGCCGCGCCCTG
CAACGACCTGCACGCCACCAAGCTGGCGCCCGGCAAGGAGAAGGAGCCCCTGGAGTCGC
AGTACCAGGTGGGCCCGCTACTGGGCAGCGGCGGCTTCGGCTCGGTCTACTCAGGCATC
CGCGTCTCCGACAACTTGCCGGTGGCCATCAAACACGTGGAGAAGGACCGGATTTCCGA
CTGGGGAGAGCTGCCTAATGGCACTCGAGTGCCCATGGAAGTGGTCCTGCTGAAGAAGG
TGAGCTCGGGTTTCTCCGGCGTCATTAGGCTCCTGGACTGGTTCGAGAGGCCCGACAGT
TTCGTCCTGATCCTGGAGAGGCCCGAGCCGGTGCAAGATCTCTTCGACTTCATCACGGA
AAGGGGAGCCCTGCAAGAGGAGCTGGCCCGCAGCTTCTTCTGGCAGGTGCTGGAGGCCG
TGCGGCACTGCCACAACTGCGGGGTGCTCCACCGCGACATCAAGGACGAAAACATCCTT
ATCGACCTCAATCGCGGCGAGCTCAAGCTCATCGACTTCGGGTCGGGGGCGCTGCTCAA
GGACACCGTCTACACGGACTTCGATGGGACCCGAGTGTATAGCCCTCCAGAGTGGATCC
GCTACCATCGCTACCATGGCAGGTCGGCGGCAGTCTGGTCCCTGGGGATCCTGCTGTAT
GATATGGTGTGTGGAGATATTCCTTTCGAGCATGACGAAGAGATCATCAGGGGCCAGGT
TTTCTTCAGGCAGAGGGTCTCTTCAGAATGTCAGCATCTCATTAGATGGTGCTTGGCCC
TGAGACCATCAGATAGGCCAACCTTCGAAGAAATCCAGAACCATCCATGGATGCAAGAT
GTTCTCCTGCCCCAGGAAACTGCTGAGATCCACCTCCACAGCCTGTCGCCGGGGCCCAG
CAAATAGCAGCCTTTCTGGCAGGTCCTCCCCTCTCTTGTCAGATGCCCGAGGGAGGGGA
AGCTTCTGTCTCCAGCTTCCCGAGTACCAGTGACACGTCTCGCCAAGCAGGACAGTGCT
TGATACAGGAACAACATTTACAACTCATTCCAGATCCCAGGCCCCTGGAGGCTGCCTCC
CAACAGTGGGGAAGAGTGACTCTCCAGGGGTCCTAGGCCTCAACTCCTCCCATAGATAC
TCTCTTCTTCTCATAGGTGTCCAGCATTGCTGGACTCTGAAATATCCCGGGGGTGGGGG
GTGGGGGTGGGTCAGAACCCTGCCATGGAACTGTTTTCTTCATCATGAGTTCTGCTGAA
TGCCGCGATGGGTCAGGTAGGGGGGAAACAGGTTGGGATGGGATAGGACTAGCACCATT
TTAAGTCCCTGTCACCTCTTCCGACTCTTTCTGAGTGCCTTCTGTGGGGACTCCGGCTG
TGCTGGGAGAAATACTTGAACTTGCCTCTTTTACCTGCTGCTTCTCCAAAAATCTGCCT

XV



Anhang

GGGTTTTGTTCCCTATTTTTCTCTCCTGTCCTCCCTCACCCCCTCCTTCATATGAAAGG
TGCCATGGAAGAGGCTACAGGGCCAAACGCTGAGCCACCTGCCCTTTTTTCTGCCTCCT
TTAGTAAAACTCCGAGTGAACTGGTCTTCCTTTTTGGTTTTTACTTAACTGTTTCAAAG
CCAAGACCTCACACACACAAAAAATGCACA ATCAACAGAAAAGCTGTAAA
TGTGTGTACAGTTGGCATGGTAGTATACAAAAAGATTGTAGTGGATCTAATTTTTAAGA
AATTTTGCCTTTAAGTTATTTTACCTGTTTTTGTTTCTTGTTTTGAAAGATGCGCATTC
TAACCTGGAGGTCAATGTTATG N GCtrcccTTccTATTC
CAAGCTTCCATAGCTGCTGCCCTAGTTTTCTTTCCTCCTTTCCTCCTCTGACTTGGGGA
CCTTTTGGGGGAGGGCTGCGACGCTTGCTCTGTTTGTGGGGTGACGGGACTCAGGCGGG
ACAGTGCTGCAGCTCCCTGGCTTCTGTGGGGCCCCTCACCTACTTACCCAGGTGGGTCC
CGGCTCTGTGGGTGATGGGGAGGGGCATTGCTGACTGTGTATATAGGATAATTATGAAA
AGCAGTTCTGGATGGTGTGCCTTCCAGATCCTCTCTGGGGCTGTGTTTTGAGCAGCAGG
TAGCCTGCTGGTTTTATCTGAGTGAAATACTGTACAGGGGAATAAAAGAGATCTTATTT
TTTTTTTTATACTTGGCGTTTTTTGAATAAAAACCTTTTGTCTTAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -3

Startcodons: hellblau

Hindlll Schnittstelle: gelb

TTP Konsensus-Bindemotiv: blau
miR-33a Bindestelle: unterstrichen

miR-33a Seed-Region: rot und unterstrichen
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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Abb: Abbildung

abs: absolut

AK: Antikdrper

bp: Basenpaare

cm: Zentimeter
dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphat
g: Erdbeschleunigung
h: hour, Stunde

kb: Kilobasen

ng: Nanogramm

nm: Nanometer

ml: Milliliter

mM: Millimolar

min: Minute

p: p-value, p-Wert

pmol: Pikomol

rpm: revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

sek: Sekunde

SEM: standart error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts

U: unit, Einheit
UN: Uber Nacht
V: Volt

Mg: Mikrogramm
pl: Mikroliter

MM: Mikromolar

XIX



Danksagung

Danksagung

Ich danke Prof. Dr. Roland K. Hartmann fir die Betreuung und die Mdglichkeit meine
Doktorarbeit in seiner Arbeitsgruppe anzufertigen.

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Arnold Griinweller flr die intensive Betreuung, sowie
die interessante Aufgabenstellung und das griindliche Korrekturlesen dieser Arbeit. Des
Weiteren méchte ich ihm fir die Erstellung des Erstgutachtens danken.

Bei Prof. Dr. Achim Aigner méchte ich mich fir Erstellung des Zweitgutachtens bedanken
und flr die Inspiration zu wichtigen Experimenten.

Dr. Kerstin Lange-Grinweller danke ich flr die geduldige Einarbeitung in die
verschiedenen Arbeitstechniken zu Beginn dieser Arbeit und die vielen Ratschlage
bezlglich des Western Blots.

Ein grofRer Dank geht an Dr. Marcus Lechner fur die Unterstitzung bei bioinformatischen
Fragestellungen sowie an Nadine B. Waber fiir ihre Hilfe bei Klonierungen.

Ich danke Dr. Markus GoRringer ganz herzlich fur die Unterstiitzung bei Abbildungen
und die Protokollflihnrung bei meiner Disputation.

Dr. Wigo Bertrams und Dr. Andreas Kaufmann méchte ich danken fur die Einarbeitung
in die verschiedenen Methoden zur Isolierung von Monozyten.

Des Weiteren danke ich Dr. Christin Muller flr die Durchfihrung der Experimente zum
metabolic labeling.

Bei der gesamten Arbeitsgruppe Hartmann bedanke ich mich flr die standige
Hilfsbereitschaft und das angenehme Arbeitsklima sowie die amusanten Mittagspausen.
Wobei ich insbesondere Dr. Clemens Tholken und Eva-Maria Schéfer fur die tollen
Mittagspausen im Saladchen danken méchte.

Ich danke meinem ,Adoptiv-Arbeitskreis“ Schlitzer fir die tolle Zeit im Praktikum und das
entgegengebrachte Verstandnis hinsichtlich der Einarbeitung in die Methoden der
Organischen Chemie.

Abschlieend mochte ich mich bei meiner Familie, meinen Freunden und meinem

Partner Stephan daflir bedanken, dass sie immer an mich geglaubt und zu mir gehalten
haben.

XX



Erklarung

Erklarung

Ich versichere, dass ich meine Dissertation

»Analyse der Statin-vermittelten Regulation der PIM1 Kinase in Krebszellen*
selbstandig ohne unerlaubte Hilfe angefertigt und mich dabei keiner anderen als der
von mir ausdrucklich bezeichneten Quellen bedient habe. Alle vollstandig oder
sinngemaf ubernommenen Zitate sind als solche gekennzeichnet.

Die Dissertation wurde in der jetzigen oder einer ahnlichen Form noch bei keiner

anderen Hochschule eingereicht und hat noch keinen sonstigen Prifungszweck

gedient.

Marburg, den 13. Mai 2019

Aileen Weilker

XXI












