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1 Einleitung

1 Einleitung

Das triple-negative Mammakarzinom (TNBC) ist eine sehr heterogene Untergruppe
des Mammakarzinoms und ist aktuell mit einer eher schlechten Prognose assoziiert.
Dies liegt neben der haufig aggressiven Tumorinfiltration auch an bisher limitierten
Therapiemoglichkeiten. Aufgrund dessen ist es besonders wichtig, in diesem Feld die

Suche nach neuen Therapieoptionen zu forcieren (1).

Da vor allem im Bereich der Immuntherapien in den letzten Jahren grol3e Fortschritte
erzielt wurden, ist es naheliegend auch das TNBC auf sein Potenzial beziglich
moglicher Immuntherapien zu untersuchen. In vorausgegangenen Projekten wurden
so beispielsweise tumorinfiltrierende Plasmazellen in TNBC-Tumorproben festgestellt.
Bei der Analyse potenzieller Zielstrukturen dieser humoralen Immunantwort traten
neben einer Vielzahl anderer Peptide insbesondere die beiden Proteine CBX5 und
KDM3B hervor.

Um herauszufinden, ob sich CBX5 oder KDM5B als potenzielle Zielstrukturen fur eine
TNBC-Immuntherapie eignen, wurden die Eigenschaften von CBX5 und KDM5B in
dieser Arbeit in einem TNBC-Zellmodell naher untersucht. Dabei standen folgende
Fragestellungen im Fokus: Werden CBX5 und KDM5B in TNBC-Zellen exprimiert?
Liegen sie dort dem Immunsystem zuganglich vor? Welche Funktion haben sie in
TNBC-Zellen inne?

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression und Lokalisation von CBX5 und KDM5B
in den vier TNBC-Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-468, HS-578T und BT-549 sowie
der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 und der normalen Brustepithelzelllinie
MCF-10A zu untersuchen. Weiterfihrend wurde auch der Einfluss von CBX5 und
KDMS5B auf fur die Zellfunktion wichtige Parameter wie Zellproliferation, Zellviabilitat,
Zelladhasion und Zellmigration in der TNBC-Zelllinie MDA-MB-468 analysiert.

Damit soll diese Arbeit einen Beitrag zu der Identifikation und Analyse neuer
potenzieller Zielstrukturen fur die Entwicklung einer moglichen Immuntherapie fur das

TNBC leisten, um die Prognose von an TNBC erkrankten Patientinnen zu verbessern.
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2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist mit einer Inzidenz von ca. 2,3 Millionen Neuerkrankungen
pro Jahr nach dem Lungenkarzinom die weltweit zweithaufigste Tumorentitat mit
einem Anteil von ca. 11,6 % an neuaufgetretenen Tumorerkrankungen, dicht gefolgt
vom kolorektalen Karzinom (2). Mit ca. 666 000 weltweiten Todesfallen pro Jahr ist das
Mammakarzinom fur insgesamt ca. 6,9 % der tumorassoziierten Todesfalle
verantwortlich (2). Betrachtet man nur das weibliche Geschlecht, so ist das
Mammakarzinom mit einem Anteil von ca. 23,8 % an allen neuaufgetretenen
Tumorerkrankungen die mit Abstand grof3te Tumorentitat und macht mit ca. 15,4 %

einen Grolteil der tumorassoziierten Todesfalle aus (2).

In vielen hochentwickelten Industrielandern ist die Inzidenz des Mammakarzinoms
traditionell sehr hoch (3-7). Allerdings kann hier seit einigen Jahren eine Reduktion der
Mortalitdat beobachtet werden, welche sich auf Fortschritte in den Therapie-
moglichkeiten sowie fruihe Erkennung durch beispielsweise Screening-MalRnahmen
zuruckflhren lasst (2, 6, 8-10). Wahrenddessen steigen Inzidenz und Mortalitat gerade
in Schwellenregionen wie Sudamerika, Afrika und Asien in den letzten Jahrzehnten
schnell und stetig an (2, 11-16).

In Zukunft ist durch Bevolkerungswachstum und demographischen Wandel mit einer
globalen Zunahme der Inzidenz des Mammakarzinoms zu rechnen (17). So ist
beispielsweise zu erwarten, dass bis 2040 die jahrliche Zahl an Neuerkrankungen auf
ca. 3 Millionen und die Anzahl an assoziierten Todesfallen auf ca. 1 Million pro Jahr

ansteigen (17).

Auch in Deutschland ist das Mammakarzinom mit ca. 70 000 jahrlichen
Neuerkrankungen, welche ca. 30,5% der bei Frauen neuaufgetretenen
Tumorerkrankungen ausmachen, die mit groiem Abstand haufigste Tumorerkrankung
der Frau (Abbildung 1) (18). Durch ca. 18 000 jahrliche Todesfalle sind in Deutschland
ebenfalls, mit ca. 17,6 %, der grofRte Teil aller jahrlichen, tumorassoziierten Todesfalle

bei Frauen auf diese Erkrankung zurtckzufuhren (18).
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Abbildung 1: Ubersicht der Krebsneuerkrankungen in Deutschland. Darstellung
des prozentualen Anteils der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneu-
erkrankungen in Deutschland 2020. Nicht-melanotischer Hautkrebs wurde nicht
bericksichtigt. Die Abbildung wurde aus (18) GUbernommen.

Insgesamt stellt das Mammakarzinom, durch seine hohe und stetig steigende
Inzidenz, global eine groe und zunehmende Herausforderung dar. Deren

Bewaltigung erfordert internationales und umfangreiches Engagement (19).

2.1.2 Klassifikation des Mammakarzinoms

2.1.2.1 Allgemeine Einteilung des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist eine sehr vielfaltige Tumorentitdt (20, 21). Neben
histopathologischen Klassifikationen, die beispielsweise eine Einteilung in invasiv-
lobulares, invasiv-duktales, tubulares, muzindses, sekretorisches, papillares oder
adenoid-zystisches Karzinom vornehmen (22), kann das Mammakarzinom auch
mithilfe der Tumorbiologie beispielsweise anhand von Genexpressionsmustern

kategorisiert werden (23-25).

Tumoren des Mammakarzinoms lassen sich orientierend in hormonrezeptorpositive
Tumoren, welche eine Expression von Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren

zeigen, HER2-positive Tumoren, die den Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
3
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(HER2) aufweisen, und sogenannte triple-negative Tumoren, die keinen dieser drei
Rezeptoren exprimieren, einteilen (Abbildung 2) (26). Innerhalb dieser Gruppen lassen

sich verschiedene molekulare Subtypen voneinander unterscheiden.

2.1.2.2 Einteilung des rezeptorpositiven Mammakarzinoms

Das rezeptorpositive Mammakarzinom wird anhand von Genexpressionsanalysen in
die Subtypen Luminal A, Luminal B, Luminal HER2 und HER2-enriched unterteilt. Die
Gemeinsamkeit der Subtypen Luminal A, Luminal B und Luminal HER2 liegt in der
Expression von Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren. Sie unterscheiden sich
jedoch in der HER2-Expression: Beim Subtyp Luminal A wird HER2 nicht exprimiert,
bei Luminal B kann es exprimiert sein, und bei Luminal HERZ2 ist es exprimiert. Abseits
davon steht der Subtyp HER2-enriched, der keine Expression von Ostrogen- oder
Progesteronrezeptoren aufweist, dafir aber Uber eine HER2-Amplifikation verfugt
(Abbildung 2) (27-30).

2.1.2.3 Einteilung des triple-negativen Mammakarzinoms

Das triple-negative Mammakarzinom ist eine insgesamt sehr heterogene Gruppe von
Tumoren (31, 32). Trotzdem lassen sich auch hier verschiedene Subtypen
unterscheiden, wobei mehrere unterschiedliche Konzepte propagiert werden. Zum
einen wird das TNBC in die beiden Unterkategorien Basal-like und Normal-like
unterteilt (27, 33). Der Basal-like-Subtyp charakterisiert sich durch eine hohe
Expression der Zytokeratine 5 und 7 sowie von Laminin. Der Normal-like Subtyp
hingegen zeichnet sich durch die Expression vieler Gene aus, die mit Fettgewebe oder
anderen nicht epithelialen Zellen assoziiert werden (28). Diese Einteilung wird
allerdings kritisch diskutiert, da beispielsweise gezeigt werden konnte, dass nicht alle

als Basal-like klassifizierte Tumoren zum TNBC gehoren (34, 35).

Zum anderen ist ebenfalls die Unterteilung nach Genexpressionsprofilen in Basal-like
1 (BL1), Basal-like 2 (BL2), Mesenchymal (MES) und Luminal Androgen Receptor
(LAR) gelaufig (Abbildung 2). Die ursprunglich ebenfalls diskutierten Subtypen
Immunomodulatory (IM) und Mesenchymal Stem-like (MSL) wurden aufgrund ihrer
Nahe zu tumorinfiltrierenden Lymphozyten und tumorassoziierten Stromazellen wieder
verworfen (36-38). Um den wichtigen Einfluss der Veranderung von
immunsystemregulierenden Signalwegen beim TNBC hervorzuheben, ist in einer
anderen Klassifikation neben MES und LAR von Basal-like Immune Suppressed
(BLIS) sowie Basal-like Immune Activated (BLIA) die Rede (39).
4
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Rezeptorpositives Mammakarzinom TNBC
1 1

LumA LumB
HR+, HER2- HR+, HER2

Abbildung 2: Schematische Einteilung des Mammakarzinoms. Unterteilung in
rezeptorpositives Mammakarzinom, bestehend aus Luminal A, Luminal B, Luminal
HER2 und HER2-enriched, sowie TNBC. Zum TNBC gehéren die Subgruppen Basal-
like 1, Basal-like 2, MES und LAR. Auch HER2-low-Tumoren werden trotz geringer
HER2-Expression teilweise als TNBC bezeichnet. Abbildung angelehnt an (33).

Auch in neueren Konzepten zur TNBC-Klassifikation spielen das Immunsystem,
Veranderungen in regulierenden Signalwegen und genetische Expressionsmuster
eine entscheidende Rolle. Beispielsweise konnte bei einer Einteilung in Immunity High
(Immunity_H), Immunity Medium (Immunity_M) und Immunity Low (Immunity_L), die
auf Grundlage einer Analyse der immungenetischen Profile von 29 Immunsignaturen
vorgenommen wurde, bei Immunity_H-Tumoren eine grélRere Anzahl an
tumorinfiltrierenden Immunzellen sowie eine bessere Uberlebensprognose beobachtet
werden (40). In einem anderen Ansatz wurden TNBC-Tumoren nach Veranderungen
in Zellsignalwegen in vier Subgruppen unterteilt, die als Immune Pathway-enriched
(Imm-E), Stromal Pathway-enriched (Str-E), DNA-Repair Pathway-enriched (DR-E),
und Metabolic Pathway-enriched (Met-E) bezeichnet werden (41).

Eine weitere TNBC-Klassifikationsvariante beruht auf einer Kombination aus einer
Analyse einer mdglichen Beeintrachtigung des zellularen Reparaturmechanismus fir
DNA-Doppelstrangbriiche, der sogenannten Homologous Recombination Deficiency
(HRD), und einem molekularen Profil, das die Reaktion von Tumorzellen und
insbesondere des Immunsystems auf entstandene DNA-Schaden beschreibt, und als
DNA-Damage Immune Response (DDIR) Signature bezeichnet wird. Daraus ergeben
sich gleich mehrere Subgruppen, von denen die DDIR*/HRD*-Tumoren durch eine
erhdohte Reaktion des Immunsystems die beste Prognose aufweisen. DDIR*/HRD -

und DDIR/HRD*-TNBCs verfligen Uber eine mittlere Prognose, obwohl bei letzterer

5
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Subgruppe die Aktivitat des Immunsystems reduziert ist. DDIR/HRD-TNBCs
hingegen haben eine eher schlechte Prognose und reprasentieren eine sehr
heterogene Gruppe von Tumoren mit reduzierter Aktivitat des Immunsystems und

Resistenz gegenuber Chemotherapie (42).

Zuletzt wurden auRerdem Veranderungen im Fettsauremetabolismus (FAM) in TNBC-
Tumoren herangezogen, um diese zu klassifizieren. Der Metabolismus von Fettsauren
(FS) spielt eine Rolle bei der Entwicklung von TNBC-Tumoren und kann dazu
beitragen, Immunprofile in der Tumormikroumgebung genauer zu charakterisieren.
Basierend darauf kbnnen TNBC-Tumoren in die zwei Subgruppen high-FS und low-
FS eingeteilt werden. Wahrend sich die low-FS-Tumoren durch eine effektive
Infiltration von Immunzellen sowie eine gute Prognose auszeichnen, sind high-FS-
Tumoren gepragt von einer eher ineffektiven Immunzellinfiltration und schlechteren

Uberlebensaussichten (43).

2.1.2.4 Weitere Einteilungen des Mammakarzinoms

Zusatzlich existiert eine Einteilung von Mammakarzinom-Tumoren nach dem Claudin-
low-Phanotyp. Dieser ist charakterisiert durch eine geringe Expression von Genen flr
Zell-Zell-Kontakte, eine hohe Expression von Genen, die mit einem Ubergang von
epithelial zu mesenchymal in Verbindung gebracht werden, sowie Genexpressions-
muster, die an Stammzellen oder andere niedrig differenzierte Zellen erinnern.
Urspringlich wurde Claudin-low als zusatzliche, eigenstandige Subgruppe oder als
Untergruppe des triple-negativen Mammakarzinoms diskutiert. Inzwischen wird
Claudin-low jedoch als gruppenubergreifender Phanotyp betrachtet, der in allen,
bereits bekannten intrinsischen Subtypen - wie Luminal A, Luminal B, HER2-enriched,
Basal-like oder Normal-like - auftreten kann und dabei die jeweiligen
genexpressionsbasierten Eigenschaften seines intrinsischen Subtyps beibehalt.
Obwohl Claudin-low in allen Subtypen auftreten kann, sind die meisten Claudin-low-
Tumoren triple-negativ. Eine Assoziation mit einer verschlechterten Prognose konnte

widerlegt werden (44-46).

Durch die Weiterentwicklung der Klassifikation zur Differenzierung von Tumoren

hinsichtlich der Expression von HER2 ist inzwischen neben der Einteilung in HER2-

positiv und HER2-negativ auch eine Differenzierung in HER2-low und HER2-null

moglich (47, 48). Viele Tumoren, die zuvor als HER2-negativ bezeichnet wurden,

werden dadurch nun als HER2-low eingestuft. Dies betrifft Tumoren aller intrinsischen
6
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Subtypen, wie beispielsweise Luminal A und Luminal B, aber auch zuvor als TNBC
klassifizierte Tumoren (49, 50). In HER2-negativem TNBC zeigten sich gegenuber
HER2-low-TNBC beispielsweise niedrigere Differenzierungsstadien, eine hdhere
Expression von mit Immunglobulinen assoziierten Genen sowie hohere Niveaus
immuntherapeutischer Biomarker (51). Neu entwickelte Therapiekonzepte, wie
beispielsweise das HERZ2-gerichtete Antikorperkonjugat Trastuzumab-Deruxtecan,

verleihen der Identifikation von HER2-low-Tumoren eine besondere Relevanz (52).

Eine alternative Klassifikation des Mammakarzinoms orientiert sich an der Auswirkung
somatischer Copy Number Alterations (CNAs) auf das Transkriptom des
Tumorgewebes. Anhand dieser Veranderungen der DNA-Kopienzahl und der daraus
resultierenden Beeinflussung der RNA-Expression lassen sich Mammakarzinome in

insgesamt zehn verschiedene integrative Cluster einteilen (53).

Die Unterteilung des Mammakarzinoms in verschiedene molekulare Subgruppen ist
insbesondere aufgrund daraus resultierender Unterschiede in Therapie und Prognose
relevant (54-57), unterliegt jedoch aufgrund des Fortschritts in der Analyse von
genetischen Expressionsmustern und neuer Technologien wie dem Next-Generation-
Sequencing (NGS) einer stetigen Veranderung und Weiterentwicklung (58, 59).
Zudem besteht die Herausforderung, dass in einem Tumor durchaus mehrere
Subtypen parallel vorliegen kénnen (60), sich Subtypen unter der Therapie verandern
(61, 62) oder mehrere Metastasen mit unterschiedlichen Subtypen gleichzeitig

vorhanden sein kdnnen (63).

2.1.3 Therapie des Mammakarzinoms

2.1.3.1 Aligemeine Therapieansatze

Fur eine effektive Therapie des Mammakarzinoms sind die Feststellung des
Tumorstadiums sowie die Identifikation des molekularen Subtyps von besonderer
Bedeutung. Wahrend primar chirurgische Therapieansatze insbesondere bei lokal
begrenzten Tumoren Verwendung finden, kommen in fortgeschrittenen Erkrankungs-
stadien sowie bei Fernmetastasierung auch systemische Therapien zum Einsatz (64-
66).

Die chirurgische Therapie des Mammakarzinoms besteht entweder aus einer

brusterhaltenden Therapie oder aus einer vollstandigen Mastektomie, gegebenenfalls
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mit Lymphknotenentfernung und haufig kombiniert mit anschlieBender Strahlen-

therapie, um Tumorrezidive zu vermeiden (67, 68).

2.1.3.2 Therapie des rezeptorpositiven Mammakarzinoms

Neben chirurgischen und strahlentherapeutischen Therapieansatzen existieren fur das
rezeptorpositive Mammakarzinom zielgerichtete Therapien, die die Prognose deutlich
verbessern. Diese konnen sowohl adjuvant als auch neoadjuvant eingesetzt werden
(69). Bei hormonrezeptorpositiven Tumoren kommen beispielsweise selektive
Ostrogenrezeptor-Modulatoren wie Tamoxifen oder alternativ Aromatasehemmer zum
Einsatz (70-72). Auch eine Kombination mit Gonadotropin-Releasing-Hormon-
Analoga (GnRH-Analoga) ist mdglich (73). Fur HER2-positive Tumoren sind
verschiedene Antikdrpertherapien, beispielsweise mit Trastuzumab oder Pertuzumab,
zugelassen (74-77). Auch fur als HER2-low klassifizierte Tumoren wurde ein
neuartiges Therapiekonzept in Form des Antikorperkonjugats Trastuzumab
Deruxtecan entwickelt. Dieses besteht aus einem gegen HER2 gerichteten Antikorper,

der mit einem Topoisomerase-I-Inhibitor gekoppelt ist (52, 78, 79).

2.1.3.3 Therapie des triple-negativen Mammakarzinoms und neuartige
Therapiekonzepte

Diese zielgerichteten Therapieoptionen bestehen fir das triple-negative Mamma-
karzinom, das etwa 15 % aller Mammakarzinome ausmacht und durch eine schlechte
Prognose gekennzeichnet ist, in dieser Form nicht (1, 80, 81). Stattdessen kommen
vor allem systemische Chemotherapien zum Einsatz, die beispielsweise auf einem
Anthrazyklin in Kombination mit Cyclophosphamid sowie einem Taxan basieren und

gegebenenfalls um eine platinhaltige Substanz erweitert werden (82, 83).

Aufgrund der schlechten Prognose und fehlender zielgerichteter Therapiemdglich-
keiten stellt die Behandlung des triple-negativen Mammakarzinoms eine besondere
Herausforderung dar. Deshalb ist es besonders wichtig, potenzielle Targets flr
gezielte Therapien zu identifizieren und neue Therapieansatze fur das triple-negative

Mammakarzinom zu entwickeln (1, 84).

Neu entwickelte Therapiekonzepte sind beispielsweise Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase-Inhibitoren (PARP-Inhibitoren) oder Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitoren
(PI3K-Inhibitoren) sowie Protein-Kinase-B-Inhibitoren (AKT-Inhibitoren) (85). PARP-
Inhibitoren erschweren durch die Blockade des PARP-Enzyms die Reparatur von

DNA-Schaden, weshalb sie insbesondere bei der Behandlung von Tumoren mit
8
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Defekten in den BRCA1- oder BRCA2-Genen eingesetzt werden konnen (86, 87).
PI3K-Inhibitoren oder AKT-Inhibitoren hingegen machen sich im TNBC haufig
vorkommende Veranderungen im Phosphatase-und-Tensin-Homolog-Gen (PTEN-
Gen) zunutze. Mutationen oder ein Verlust des PTEN-Gens fuhren zu einer
ubermafigen Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs, was wiederum eine erhohte
Zellproliferation und damit Tumorwachstum zur Folge hat (88-90). Zusatzlich spielt
auch die Entwicklung neuartiger Immuntherapien beim TNBC eine bedeutende Rolle
(91).

2.2 Die Rolle des Immunsystems und Einsatz von Immuntherapien beim
Mammakarzinom

2.2.1 Allgemeine Einfiihrung in Inmuntherapien

Eine grundlegende Eigenschaft von Tumoren ist es, der Zerstérung durch das
korpereigene Immunsystem zu entkommen. Dies geschieht laut der Immunoediting-
Hypothese in drei Schritten. Wahrend zunachst potenziell maligne Zellen,
beispielsweise solche mit fehlerhafter DNA-Reparatur, vom Immunsystem erkannt und
zerstort werden, kommt es in der zweiten Phase zu einer Art Koexistenz zwischen
Tumor und Immunsystem. Tumorzellen werden zwar nicht mehr vollstandig vernichtet,
aber der Tumor wird trotzdem vom Immunsystem an der weiteren Entwicklung
gehindert. Die dritte Phase ist durch ein vollstandiges Entkommen des Tumors vom
Immunsystem gekennzeichnet, wodurch Tumorwachstum und Metastasierung

madglich werden (92, 93).

Tumoren gelingt dies durch den Erwerb genetischer Veranderungen, die verschiedene
Mechanismen zur Unterdrickung des Immunsystems aktivieren. Ein Beispiel daflr ist
die Entwicklung einer Expression sogenannter Immune-Checkpoint-Molekule auf der
Oberflache der Tumorzellen, was die Aktivitdt von T-Zellen unterdrickt und so das
Immunsystem unterdrickt. Bekannte Immune-Checkpoint-Moleklle sind unter
anderem der Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1), welcher auf T-Zellen an das
Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) bindet und die T-Zellen inaktiviert, oder das
auf T-Zellen exprimierte Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4).
CTLA-4 sorgt durch die Bindung von CD80- und CD86-Molekulen dafur, dass diese
nicht mehr fur eine Bindung an CD28 zur Verfugung stehen, was eine T-Zell-
Stimulation verhindert. (94-98).
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Das grundlegende Konzept der Immuntherapie beruht auf einer Verstarkung oder
Wiederherstellung der Fahigkeiten des korpereigenen Immunsystems zur Erkennung
und Bekampfung von Tumorzellen. Dabei spielt vor allem das adaptive Immunsystem
aufgrund seiner Fahigkeit, spezifische Antigene anzugreifen, eine besondere Rolle. Zu
den Dbisher entwickelten Immuntherapien zahlen beispielsweise Impfstoffe,
monoklonale Antikérper, chimare Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) oder
Checkpoint-Inhibitoren (99, 100).

Bei CAR-T-Zellen handelt es sich um patienteneigene T-Zellen, die genetisch mit
einem chimaren Antigenrezeptor modifiziert werden und somit spezifisch Antigene auf

Tumorzellen erkennen und diese attackieren kénnen (101).

2.2.2 Immuntherapeutische Ansatze beim TNBC

Das Immunsystem spielt sowohl beim Wachstum als auch bei der Bekampfung des
triple-negativen Mammakarzinoms eine wichtige Rolle (102). So zeigte sich
beispielsweise, dass im TNBC ein hohes Niveau von tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TILs) mit einer besseren Prognose assoziiert ist (103). Diese TILs setzen sich zum
Grofdteil aus T-Zellen zusammen, aber auch naturliche Killerzellen und B-Zellen sind
darunter (104, 105). Je nach Zusammensetzung kénnen die TILs entweder zu einem
tumorschadlichen oder tumorunterstitzenden Mikromilieu beitragen. Wahrend CD8+
zytotoxische T-Zellen, CD4+ T-Helferzellen vom Typ 1 (TH1), naturliche Killerzellen,
M1-Makrophagen und dendritische Zellen Tumorzellen bekdmpfen und vor
Tumorwachstum schutzen, sorgen CD4+ T-Helferzellen vom Typ 2 (TH2), CD4+
FOXP3+ regulatorische T-Zellen und M2-Makrophagen fur eine Hemmung der
zytotoxischen T-Zellen, unterstitzen die Proliferation von B-Lymphozyten und tragen
insgesamt zu einer anti-inflammatorischen Immunantwort bei, die Tumorwachstum
begunstigt (106, 107). Das TIL-Niveau eines Tumors kann bei einem im Frihstadium
befindlichen und mit Chemotherapie behandelten TNBC als prognostischer Faktor zur
Einschatzung des fernrezidivfreien und krankheitsfreien Uberlebens sowie des

Gesamtuberlebens herangezogen werden (108, 109).

Impfungen sind eine aussichtsreiche Mdglichkeit, sich die Starken des Immunsystems

bei der Tumorbekédmpfung zunutze zu machen, und werden auch fur die Therapie des

TNBCs erprobt (110-112). In Form einer aktiven Immunisierung wird dabei durch die

Impfstoffe eine gezielte Immunantwort von CD8+ zytotoxischen T-Zellen und CD4+ T-

Helferzellen vom Typ 1 gegen tumorspezifische oder tumorassoziierte Antigene
10
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ausgelost (113, 114). Um einen therapeutischen Effekt erzielen zu kdnnen, ist jedoch
zuvor die ldentifikation eines geeigneten Zielantigens noétig. Besonders geeignet sind
sogenannte Neoantigene, die spezifisch fir die mutierten Tumorzellen der
Patientinnen sind und nicht in normalen Zellen vorkommen. So kann eine

Immunreaktion gegen gesundes Gewebe vermieden werden (115, 116).

Wahrend einige der erprobten Impfstoffe aus synthetischen Nachbauten von
Tumorproteinen (117-119) oder von auf Tumorzelloberflachen exprimierten
Kohlenhydraten, wie beispielsweise dem Sialyl-Thomsen-nouveau-Antigen, bestehen
(120-123), basieren andere auf fir Tumorantigene codierenden DNA- oder mRNA-
Sequenzen (124, 125). Mit der Hilfe von Vektoren werden diese Sequenzen in
antigenprasentierende Zellen der Patienten eingebracht und dort im Zuge der
Proteinbiosynthese zum Tumorantigen translatiert. Dieses wird von der Zelle
prozessiert und prasentiert und so eine antigenspezifische Immunreaktion ausgelost
(Abbildung 3) (126-128). Dabei haben mRNA-Sequenzen im Gegensatz zu DNA-
Sequenzen den Vorteil, dass sie nicht in das Genom der Wirtszelle integriert werden,
wodurch keine Insertionsmutationen vorkommen konnen. Sie gelangen lediglich ins
Cytoplasma der Zellen und kénnen dort schnell und einfach, ohne vorherige

Transkription, translatiert werden (125).

Durch mRNA-Impfstoffe kdnnen sowohl von CD8+ zytotoxischen T-Zellen und CD4+
T-Helferzellen als auch durch Antikdrper bzw. B-Zellen vermittelte humorale
Immunantworten ausgeldst werden (125, 129). Ein weiterer Vorteil ist, dass
personalisierte, auf die Patienten zugeschnittene mRNA-Impfungen, basierend auf
mittels NGS identifizierten Neoantigen-Expressionsprofilen der Tumoren, realisiert
werden kénnen (130-134).
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Abbildung 3: Uberblick iiber den Wirkmechanismus verschiedener Anti-
Tumorimpfstoffe. Die durch RNA-Impfungen eingebrachte mRNA wird in der Zelle zu
Proteinen translatiert, welche anschlieliend vom Proteasom in kleinere Peptide zerlegt
werden. Bei Einbringen von DNA aus DNA-Impfstoffen muss zuvor zusatzlich
transkribiert werden. Die entstandenen kleineren Peptide konnen im Anschluss
entweder als Antigene Uber Major Histocompatibility Complex Class | (MHC-I)
prasentiert werden und dadurch zur Aktivierung von CD8+ T-Zellen beitragen, oder
von antigenprasentierenden Zellen (APCs) Uber MHC-II prasentiert und zur
Aktivierung von CD4+ T-Zellen genutzt werden. Ahnliches gilt fir Peptidimpfungen
oder Tumorlysate. Zytotoxische T-Zellen attackieren anschlieRend die Tumorzellen
mittels Degranulation von Perforinen oder Granzymen oder induzieren einen Fas-
vermittelten Zelltod. Aktivierte CD4+ T-Zellen hingegen unterstutzen die Proliferation
von CD8+ T-Zellen, setzen Zytokine wie Interferon-gamma (IFN-y) oder
Tumornekrosefaktor (TNF) frei und fuhren eine humorale Immunantwort herbei, die
aus von B-Zellen produzierten Anti-Tumor-Antikorpern besteht. Abbildung modifiziert
nach (112).

Um die Unterdrickung des Immunsystems durch Tumorzellen zu verhindern, wurden
aullerdem gegen PD-L1 gerichtete Imnmune-Checkpoint-Inhibitoren wie beispielsweise
Atezolizumab oder Pembrolizumab fir die Therapie des TNBC entwickelt (135-140).
Auch der Einsatz von gegen sogenannte Tumor-Associated Antigens (TAAs)
gerichteten CAR-T-Zellen beim TNBC wird diskutiert. Mogliche Ziele sind unter

anderem Mesothelin, Folate Receptor-alpha (FRA), Tumor Endothelial Marker 8
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(TEMS8), Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4 (CSPG4), Receptor-Tyrosine-Kinase-Like
Orphan Receptor 1 (ROR1) oder MUC1 (141, 142).

2.2.3 B-Zell vermittelte und gegen Neoantigene gerichtete Inmunreaktionen
im TNBC

B-Zellen spielen eine bedeutende Rolle bei der Bekdmpfung von Tumoren durch das
Immunsystem - durch die Produktion von Immunglobulinen, ihre regulatorischen
Fahigkeiten, die Antigenprasentation zur T-Zell-Aktivierung sowie durch die
Ausschittung von Zytokinen (143, 144). Im TNBC konnte ein Zusammenhang
zwischen tumorinfiltrierenden B-Zellen, insbesondere Plasmazellen, und einer

verbesserten Prognose festgestellt werden (145, 146).

Eine Studie zu Genexpressionsprofilen zeigte bei hochproliferierenden
Mammakarzinomen eine Assoziation des B-Zell-Metagens mit einer verbesserten
Prognose (147). Des Weiteren korreliert die Prasenz von Tumor-infiltrierenden B-
Zellen, insbesondere von Immunglobulin-kappa-C (IgkC)-positiven Plasmazellen, in
Mammakarzinom-Tumoren ohne Lymphknotenbefall, mit einem langeren
metastasefreien Uberleben (148, 149). Auch bei mit adjuvanter Chemotherapie
behandelten Patientinnen mit Mammakarzinom im Fruhstadium konnte ein positiver
prognostischer Einfluss von IgkC mit einem verlangerten metastasefreien Uberleben
beobachtet werden (150). In einer prospektiv-retrospektiven Studie konnte der positive
prognostische Einfluss von IgkC bestatigt und zusatzlich eine verbesserte Prognose
bei TNBC-Patientinnen mit einem hohen IgkC-Level im Tumor festgestellt werden
(151). Unabhangig davon konnte auf3erdem bewiesen werden, dass der prognostische
Einfluss von Immun-mRNA-Markern wie beispielsweise von CXCL13, das als
Chemokin fur die Rekrutierung von B-Zellen verantwortlich ist, am starksten im TNBC
ausgepragt ist (152).

Um die Rolle des humoralen Immunsystems im TNBC, insbesondere in Form von
tumorinfiltrierenden Plasmazellen, naher zu verstehen und moégliche immunogene und
tumorspezifische Neoantigene, die als moglicherweise neue therapeutische Ziele in
Frage kommen, zu identifizieren, ist eine Analyse der Antikdrperspezifitaten von

tumorinfiltrierenden Plasmazellen notwendig.

Nachdem in einer retrospektiven immunhistochemischen Analyse ein hohes Niveau

an tumorinfiltrierenden Plasmazellen in TNBC-Tumorschnitten festgestellt werden
13
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konnte (153, 154), wurden in weiteren Arbeiten die Antikorpersignaturen im Blutplasma
von TNBC-Patientinnen mit einem hohen Niveau an tumorinfiltrierenden Plasmazellen
sowie von TNBC-Patientinnen mit einem niedrigen Niveau an tumorinfiltrierenden
Plasmazellen und einer gesunden Kontrollgruppe untersucht und miteinander
verglichen. Dies geschah mit der Intention, potenzielle Zielstrukturen der humoralen
Immunantwort zu identifizieren. Die Einteilung der Proben in hohes bzw. niedriges
Niveau an tumorinfiltrierenden Plasmazellen erfolgte zuvor anhand der Analyse der
Expression von CD38 und IgkC in korrespondierenden TNBC-Tumorschnitten. Es
folgte ein Phage-Display-Screening zur Identifikation der Zielstrukturen. Nach Isolation
und Vervielfaltigung der in den an die Zielmolekile gebundenen Phagen enthaltenen
DNA mittels PCR schloss sich eine NGS-Analyse an. Die daraus resultierenden
potenziellen Zielpeptide wurden daraufhin mit einem ELISA weiter validiert. Nach
einem zusatzlichen Vergleich mit weiteren gesunden Kontrollen kristallisierten sich die
beiden Proteine CBX5 und KDMS5B als Zielstrukturen heraus, bei denen sich gesunde
und pathologische Proben am starksten unterschieden. Diese kamen somit als
potenzielle therapeutische Zielstrukturen beim TNBC in Frage und sollten naher

untersucht werden (155).

2.3 CBX5
2.3.1 Uberblick iiber CBX5

Das Chromoboxprotein 5 (CBX5), auch als Heterochromatin-Protein 1 a (HP1a)
bezeichnet, ist Bestandteil komplexer epigenetischer Mechanismen zur Regulation der
Genexpression. Durch die Bindung an di- oder trimethyliertes Lysin 9 des Histons H3
tragt HP1a zur Ausbildung dichter, geordneter Heterochromatinstrukturen bei. Dies
verhindert die Transkription der betroffenen Genomabschnitte und unterdriickt somit
die entsprechende Genexpression (156, 157). Neben HP1a, das vom CBX5-Gen
codiert wird, gehdren auch HP13 und HP1y zur HP1-Proteinfamilie. Diese werden
durch die Gene CBX1 bzw. CBX3 codiert (158, 159).

2.3.2 Aufbau und funktionelle Mechanismen der HP1-Familie

Die Proteine der HP1-Familie lassen sich strukturell in drei Abschnitte gliedern. Das
N-terminale Ende (NTE) des Proteins wird als Chromo Domain und das C-terminale
Ende (CTE) als Chromo Shadow Domain (CSD) bezeichnet. Verbunden werden diese
beiden Abschnitte Uber eine flexible Hinge-Domain (160, 161).
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Die Chromo Domain bindet spezifisch an das di- oder trimethylierte Lysin 9 von Histon
H3 (H3K9me2/3), wobei die Bindungsaffinitat proportional zum Grad der Methylierung
von Lysin 9 ansteigt (162-164). Die Bindingsspezifitat zu H3K9me2/3 wird zusatzlich
durch Phosphorylierung N-terminaler Serinreste von HP1 verstarkt (165). Aul3erdem
kann es zu Interaktionen zwischen der Chromo Domain und dem methylierten Lysin
26 des VerknlUpfungshistons H1.4 kommen, was ebenfalls zur Chromatinverdichtung
beitragt (166, 167).

Trotz einer der Chromo Domain sehr ahnlichen Struktur fungiert die CSD primar als
Bindestelle flir andere Proteine der HP1-Familie. Darunter fallen neben HP1a auch
HP1B und HP1y. Es kommt zur Bildung von Homo- und Heterodimeren, wodurch eine
Y-formige Interaktionsstelle fur andere Proteine entsteht (Abbildung 4) (168, 169).
Ermdglicht wird eine Protein-Protein-Interaktion an dieser Stelle durch ein
Pentapeptid-Motiv, bestehend aus Prolin, gefolgt von einer beliebigen Aminosaure,
gefolgt von Valin, wiederum gefolgt von einer beliebigen Aminosaure, gefolgt von
Leucin, das mit PxVxL abgekiirzt wird (170). Uber diese Bindestelle interagiert HP1
mit zahlreichen an der Regulation der Genexpression beteiligten Proteinen, wie
beispielsweise TIF1a, TIF1B, SP100 oder der Chromatin Assembly Factor 1 Subunit
p150 (CAF-1p150) (171, 172). Des Weiteren kann die CSD Uber das ahnliche PxxVxL-

Motiv auch direkt mit einer Region auf Histon H3 interagieren (173).

Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass HP1a-Monomere und HP1a-Dimere
unterschiedliche Einflisse auf die Genomarchitektur haben. Wahrend HP1a-
Monomere eine Chromatinstruktur mit Abstanden zwischen den Nukleosomen
vermitteln, sorgen HP1a-Dimere fur eine lokale Reduzierung dieser Abstande, was zu

dichter gepackten Chromatinarealen fuhrt (174).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Bindung von HP1a-Dimeren an
Nukleosomen. 1) Nukleosom mit schematischer Markierung von Histon H3 in Rot und
H3K9me2/3 in Gelb. 2) HP1a mit Chromo Domain und CSD. 3) HP1a-Dimer mit Y-
formiger Bindestelle an den zusammengelagerten CSDs, die das PxVxL-Motiv enthalt.
4) An ein Nukleosom gebundenes HP1a-Dimer. Bindung einer Chromo Domain an
H3K9me2/3. 5) Bindung mehrerer HP1a-Dimere an benachbarte Nukleosomen.
Abbildung verandert nach (175).

Unabhangig vom PxVxL-Motiv interagiert HP1 Uber die CSD mit dem Suppressor of
Variegation 3-9 Homolog 1 (SUV39h1). Wird SUV39h1 Uber HP1 an H3K9me2/3
gebunden, kommt es zu einer Rekrutierung von weiteren SUV39h1-Proteinen. Diese
wiederum fuhren zu einer Methylierung benachbarter H3K9-Reste. Dadurch entstehen
neue Bindestellen fir HP1-Proteine, deren Bindung eine erneute Rekrutierung von
zusatzlichen SUV39h1-Proteinen nach sich zieht. Die daraus resultierende
Kettenreaktion verdeutlicht, wie HP1 die Ausbreitung von Heterochromatin in

angrenzende Euchromatinregionen vermittelt (176). Dieser Mechanismus wird als
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Position Effect Variegation (PEV) bezeichnet (177). Ein Mangel an HP1 unterdrickt
die PEV, wahrend eine Uberexpression sie verstarkt (178, 179). Dariiber hinaus
kénnen HP1-Proteine im Verbund mit SUV39h1 Uber ihre CSD auch direkt an DNA-
Methyltransferasen (DNMTs) binden, was zu einem sich selbst verstarkenden

repressiven Chromatinzustand beitragt und Gen-Silencing verstarkt (180).

Daruber hinaus gibt es an der CSD von HP1 noch weitere Interaktionsmoglichkeiten
fur Proteine. Dazu zahlen der Chromatin-Remodeling Factor BRG1 sowie das Pogo
Transposable Element-derived Protein with Zinc Finger Domain (POGZ) (181, 182).
Zusatzlich ist eine Interaktion zwischen der CSD und der ersten Helix der Histon-Falte
von Histon H3 beschrieben (183), die durch eine Vielzahl von Histonphosphory-
lierungen, beispielsweise vermittelt Uber die JAK2-Kinase oder die DYRK1A-Kinase,
reguliert wird (184, 185). Diese sogenannte Shadock-Region von Histon H3 kann
wiederum ebenfalls mit BRG1 interagieren (186). So entsteht eine HP1-vermittelte

transkriptionelle Repression, die unabhangig von einer Methylierung an H3K9 ist (181).

Auch die flexible Hinge-Domain spielt eine wichtige Rolle bei der Beziehung zwischen
HP1 und Chromatin (187). Ahnlich wie die Chromo Domain kann auch sie mit dem
Histon H1 interagieren (166). Zusatzlich dazu ist die Hinge-Domain durch
Wechselwirkung mit RNA und RNA-induced Silencing Complex (RISC) Proteinen fur
die Navigation und Lokalisation von HP1-Proteinen entlang der Chromosomen
verantwortlich (188, 189). Gemeinsam mit Proteinen des RNA-Interferenz (RNAI)
Mechanismus fungiert HP1 als Instrument fur transkriptionelle Genstilllegung (190). Es
wird aul3erdem diskutiert, ob dieses System, neben seiner regulatorischen Aktivitat bei
der Transkription, auch zum alternativen Splicing und dem Inkludieren bzw.

Exkludieren von Exons beitragt (191).

2.3.3 Der Einfluss von CBX5 auf den Zellzyklus und die Mitose

Aufgrund seiner chromatinstrukturierenden Eigenschaften ist das CBX5-Genprodukt
HP1a auch an komplexen zelluldaren Prozessen wie der Mitose beteiligt (192).
Wahrend der Mitose flihrt eine Phosphorylierung des Histon H3 an der Aminosaure
Serin 10 (H3S10p) durch die Aurora-B-Kinase dazu, dass HP1-Proteine nicht mehr an
das benachbarte methylierte H3K9 binden kdnnen, was zur Dissoziierung der HP1-
Proteine von den Chromosomen fuhrt (193, 194). Die Destabilisierung der HP1a-
Chromatinbindung wird durch POGZ vermittelt, das uber die CSD spezifisch an HP1a
bindet und wahrend der M-Phase die Aktivitat der Aurora-B-Kinase reguliert (182). Die
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Reduktion der HP1a-Bindungsaffinitat ist notwendig, um eine korrekte Chromosomen-
kondensation fur die Mitose zu ermdglichen (195). Postmitotisch unterstitzt die
Reetablierung der HP1a-Bindung eine Ruckkehr zur normalen Chromatinstruktur
(196).

In der G2/M-Phase des Zellzyklus kommt es zu einer Phosphorylierung der Hinge-
Domain von HP1a durch die NDR1-Kinase. Diese spezifische Phosphorylierung tragt
dazu bei, dass wahrend der frihen Mitose HP1a an den Kinetochoren lokal
angereichert wird. Dies begunstigt die Bindung von SGO1 an mitotische Zentromere
und ist noétig, um eine richtige Chromosomenausrichtung und Spindelbildung zu
gewahrleisten. Das Fehlen der NDR-Kinase flhrt in Zellen zu einem Verlust dieser
mitosespezifischen HP1a-Phosphorylierung und resultiert in einem Zellzyklusarrest in
der Prometaphase (197, 198).

Durch Interaktionen mit DNA-Replikationsfaktoren wie CAF-1p60 und CAF-1p50 ist
HP1a auRerdem in der de novo-DNA-Synthese wahrend der S-Phase involviert. Im
Komplex mit den CAF-1-Proteinen stellt HP1a die Verteilung und Reetablierung der

ursprunglichen Chromatinmarkierungen sicher (196, 199, 200).

2.3.4 Die Rolle von CBX5 im Mammakarzinom

Die Rolle von HP1a in verschiedensten Tumorentitaten, wie Prostata-, Cholangio-,
Urothel-, Bronchial- oder klarzelligem Nierenzellkarzinom, ist Gegenstand aktueller
wissenschaftlicher Diskussionen (201-206). Im Gegensatz zu HP1 und HP1y wird
HP1a in Mammakarzinom-Zelllinien wie HS-578T sowie in Tumorproben starker
exprimiert als in nicht tumordsen Zellen wie HS-578Bst oder gesundem Brustgewebe.
Eine Herunterregulation von HP1a hatte zwar keinen Einfluss auf die Zellproliferation,
jedoch stieg die Anzahl an fehlerhaften Mitosevorgangen. Darauf basierend geht eine
Theorie davon aus, dass die HP1a-Expression in Tumorzellen reflektorisch erhoht ist,
um eine funktionierende Mitose zu gewahrleisten (207). Hinzu kommt, dass hohe
HP1a-Expressionslevel im Mammakarzinom mit einem reduzierten Gesamtuberleben
assoziiert sind (208). Widerspruchlich dazu wird jedoch auch berichtet, dass eine hohe

HP1a-Expression mit einem langeren rezidivfreien Uberleben korreliert (209).

In hochinvasiven Mammakarzinom-Zelllinien wie HS-578T, BT-549 und MDA-MB-231
zeigte sich im Vergleich zu eher weniger invasiven Zelllinien wie T47D und MCF7 eine

Herunterregulation von HP1a, wohingegen die Expression von HP1p und HP1y
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unverandert blieb (210, 211). Unterstutzend dazu demonstrierten Untersuchungen von
in vivo-Tumorproben eine reduzierte Expression von HP1a in Mammakarzinom-
Metastasen im Vergleich zum Primartumor (211). Wahrend ein Knockdown von HP1a
in den wenig invasiven Zellen der Zelllinie MCF-7 einen Anstieg der Zellinvasion
bewirkte, verursachte eine Uberexpression von HP1a in Zellen der hochinvasiven
Zelllinie MDA-MB-231 einen Rlckgang der Zellinvasion (211, 212). Basierend auf
diesen Erkenntnissen wird HP1a als Metastasen-Suppressor eingestuft (175). Dabei
unterliegt HP1a im Mammakarzinom, in Bezug auf seinen Einfluss auf Metastasierung,
zusatzlich der Regulation durch miRNAs wie miR-223-3p oder miR-2355-5p sowie
durch Long Non-coding RNAs (IncRNAs) wie SNHG11 (213, 214). MiRNAs
beispielsweise binden an der 3'-untranslated Region von mRNA, was dazu flhrt, dass
diese abgebaut oder die Translation blockiert wird, wodurch die Genexpression post-

transkriptionell kontrolliert wird.

Zusatzlich steht ein mdglicher Zusammenhang zwischen HP1 und BRCA1 im Raum.
So sind HP1-Proteine essenziell flr die Aufrechterhaltung der tumorunterdriickenden
Funktion von BRCA1. Das Tumorsuppressorprotein BRCA1 ist Uber den Mechanismus
der homologen Rekombination direkt an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen
beteiligt und kann Uber seine regulatorische Funktion in DNA-geschadigten Zellen
einen Zellzyklusarrest herbeifihren. Eine Veranderung in der Expression von HP1a
konnte somit zu einer Kompromittierung der BRCA1-Funktion fihren und dadurch
Tumorgenese fordern (215). Daruber hinaus werden bei DNA-Schaden HP1-Proteine
gezielt an die beschadigten Stellen rekrutiert, und insbesondere HP1a unterstitzt die
Arbeit von an der DNA-Reparatur beteiligten Proteinen wie p53-binding Protein 1 und
RAD51 (216, 217). Andere Daten hingegen suggerieren, dass hohe HP1a-Level die
DNA-Reparatur behindern (218).

Weiteren Hypothesen zufolge ist HP1a an der Regulation der Epithelial-Mesenchymal-
Transition (EMT) und der Unterhaltung von Tumorstammzellen (CSC) beteiligt (175).
Letztere Vermutung geht auf die Interaktion von HP1-Proteinen mit TIF1B zurlck,
welche eine wichtige Rolle bei der Konservierung der transkriptionellen Integritat von
hamatopoetischen Stammzellen spielt (219). Auch im Bronchialkarzinom ist das
CBX5-Gen in der Regulation von stammzellahnlichen Tumorzellen involviert (220). In
Kontrast dazu gibt es Berichte, dass HP1a eine SchlUsselrolle in der Steuerung der

Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen zu Endothelzellen spielt. So fordert eine
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Uberexpression von HP1a in endothelialen Vorlauferzellen sowohl Differenzierung als

auch Angiogenese und kdnnte Neovaskularisierung beglnstigen (221).

Wahrend der EMT hingegen ist eine Snail1-vermittelte Losung von HP1a-Proteinen
von perizentrischem Heterochromatin beschrieben. Dies erlaubt moglicherweise eine
fur die EMT notige Umstrukturierung des Heterochromatins (222). Dieser Prozess wird
zusatzlich durch SUMOylierung reguliert. Unter SUMOylierung versteht man einen
posttranslationalen Modifikationsprozess, bei dem das Protein Small Ubiquitin-like
Modifier (SUMO) an andere Proteine angehangt wird, wodurch deren Aktivitat,
Stabilitat, Lokalisation oder Interaktionen beeinflusst werden. Wahrend eine
SUMOylierung in der Hinge-Domain zu einer erneuten Anlagerung von HP1a an
perizentrisches Heterochromatin fuhren wirde, wird dies durch die SUMO-spezifische
Protease SENP7 unterbunden (223). SENP7 bindet an die CSD von HP1a Uber das
PxVxL-Motiv und katalysiert von dort aus die De-SUMOylierung von HP1a. Diese
HP1a-Hypo-SUMOylierung ermdéglicht den Zugang zu Promotor-Regionen von
mesenchymalen Genen, welche zuvor durch eine Anreicherung von SUMOylierten

HP1a stillgelegt waren. Das wiederum resultiert in einer Forderung der EMT (224).

Auch die bereits beschriebene Rolle von HP1a bei der DNA-Reparatur wird durch
SUMOylierung beeinflusst. So fuhrt eine HP1a-Hyper-SUMOylierung, resultierend aus
niedriger Expression der langeren SENP7-Isoform SENP7L, zu einer Schwachung der
DNA-Reparatur. Expressionslevel von SENP7L kdnnen somit als prognostischer
Faktor flr die Wirksamkeit alkylierender Chemotherapeutika herangezogen werden
(225).

2.4 KDM5B

2.4.1 Uberblick iiber KDM5B

Die Lysin-Demethylase 5B (KDM5B) ist eine Histon-Demethylase, welche an Lysin 4
von Histon H3 (H3K4) die Demethylierung katalysiert (226). Sie ist aul’erdem unter
den Synonymen JARID1B oder PLU-1 bekannt (227). Insbesondere die trimethylierte
(H3K4me3) und dimethylierte Form (H3K4me2) des Lysin 4 am Histon H3 markieren
Promotorregionen aktiv transkribierter Gene (228, 229). Durch Demethylierungen an
dieser Stelle wird der Zugang der Transkription auf diese Bereiche erschwert, was eine
transkriptionelle Repression zur Folge hat (230, 231).
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2.4.2 Aufbau und funktionelle Mechanismen von KDM5B

Das KDM5B-Protein ist in mehrere funktionelle Domanen gegliedert, die einen
unterschiedlichen Beitrag zur Enzymaktivitat leisten (Abbildung 5) (232). Insbesondere
die JmjN- und JmjC-Domanen sind essenziell fur die Demethylase-Aktivitat. So
katalysiert die JmjC-Domane beispielsweise eine Hydroxylierung, die zu einer
Demethylierung von Lysin 4 fuhrt (233-235).

Die AT-rich Interaction Domain (ARID) hingegen ist nicht direkt an der Katalyse der
enzymatischen Reaktion beteiligt (236). Stattdessen unterstutzt die ARID die richtige
Substraterkennung, indem sie, im Fall von KDM5B, die Bindung an DNA-Sequenzen
mit einem hohen Cytosin- und Guanin-Anteil ermdglicht (237, 238). Im Gegensatz zu
anderen Proteinen der ARID-Familie erfolgt die DNA-Bindung von KDM5B Uber die
ARID ohne erkennbare Sequenzspezifitat und ist nicht auf adenin- oder thyminreiche

DNA-Regionen angewiesen (239).

Wahrenddessen erkennen die drei Plant Homeodomain (PHD) Zinkfinger-Motive
PHD1, PHD2 und PHD3 verschiedene Methylierungsstadien von H3K4 und regulieren
die Bindungsaffinitat von KDM5B an die jeweiligen Histone. So bindet der PHD1-
Finger von KDM5B primar an das unmodifizierte Histon H3, wahrend der dritte PHD3-
Finger die trimethylierte Form H3K4me3 bevorzugt (240-242).

Darlber hinaus verfligt KDM5B Uber eine Zinkfinger-Domane (Zf-C5HC2), die zur
Interaktion mit Chromatinstrukturen beitragt, sowie Uber eine zentrale PLU-Region
(243). Neuere Erkenntnisse legen aul’erdem nahe, dass KDM5B auch unabhangig
von ihrer katalytischen Aktivitat bei der Kontrolle der Genexpression eine

regulatorische Rolle einnehmen kann (244).

- JmjN - PHD1 — Jmjc — Zn — PLU1 - PHD2

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des KDM5B-Proteins. KDM5B besteht aus
einer JmjN-, JmjC-, ARID- und PLU1-Domane, drei PHD-Motiven sowie einer
Zinkfinger-Domane (Zn). Abbildung verandert nach (245).

PHD3 -

2.4.3 Die Rolle von KDM5B in der Embryonalentwicklung
Da die zentrale PLU-Region mit den Transkriptionsfaktoren PAX9 und BF-1 interagiert,
welche vor allem wahrend der Embryonalentwicklung aktiv sind, wurde die Expression

von KDM5B in Mauseembryonen naher untersucht. Dabei fiel auf, dass die KDM5B-
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Expression eng mit der Entwicklung von Organen korreliert, bei denen es zu
mesenchymal/epithelialen Wechselwirkungen kommt, wie beispielsweise den
Milchdrisen, den Zahnen, den Schnurrhaarfollikeln oder den Gliedmalen.
Insbesondere das Epithel der Milchdrisen im Knospenstadium weist eine hohe
KDMS5B-Expression auf, die im Laufe der Schwangerschaft zunimmt, wenn sich aus
den alveolaren Knospen die einzelnen Alveolen entwickeln, und anschliel3end wieder
abnimmt. In den Epithelzellen der Milchdrisen von adulten Tieren ist die KDM5B-

Expression schlielich nur noch sehr gering ausgepragt (246).

Ein systemischer Knockout von KDM5B in Mauseembryonen fihrte zu friher
embryonaler Letalitdt. Eine spezifische Deletion der ARID-Domane resultierte in
lebensfahigen Embryonen, bei denen die 6strogenrezeptorabhangige Entwicklung der
Brustdrisen wahrend der Pubertat und fruihen Schwangerschaft verzogert war (247).
Ahnliche Untersuchungen unterstiitzen diese Ergebnisse und demonstrieren, dass der
Verlust von KDM5B in Mausen zu einer vorzeitigen Sterblichkeit, reduzierter weiblicher
Fruchtbarkeit und einer verzdgerten Entwicklung der Milchdruse fuhrt. Auch ein
verringerter Ostrogenspiegel im Serum und eine reduzierte Proliferation von
Milchdrisenepithelzellen in der frihen Pubertat konnten beobachtet werden.
Besonders in den Milchdrisenepithelzellen verringert das Fehlen von KDM5B die
Expression zentraler Regulatoren der Milchdrisenmorphogenese und der luminalen

Linien-Spezifikation, wie beispielsweise FOXA1 und des Ostrogenrezeptors a (248).

2.4.4 Die Rolle von KDM5B im Mammakarzinom

Im Gegensatz zu KDM5A und KDMSC, die ubiquitar exprimiert werden, ist die
Expression von KDM5B in normalem adultem Gewebe limitiert. Lediglich im Hoden,
insbesondere in Sertoli-Zellen, ist eine hohe Expression von KDM5B nachweisbar,
wahrend die Expression in der Plazenta, den Ovarien und den Tonsillen eher gering
ist. Im Kontrast dazu konnte eine Expression von KDM5B in Mammakarzinomgewebe
beobachtet werden, wobei diese in gutartigen Tumoranteilen geringer und in invasiven
Tumoranteilen starker ausgepragt war. Dies zeigt, dass KDM5B im

Mammakarzinomgewebe hochreguliert ist (249).

Auch in mehreren Mammakarzinomzelllinien, wie MCF-7, T47D, ZR-75 und MDA-MB-

231, konnte eine Expression von KDM5B nachgewiesen werden. Diese war in der

Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 am stéarksten ausgepragt (250). Ein

shRNA-Knockdown von KDM5B in MCF-7-Zellen flhrte zu einer Reduktion der
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Zellproliferation sowie zu einem verminderten Ubertritt der Zellen in die S-Phase des
Zellzyklus. Daraus wurde geschlussfolgert, dass KDM5B die Zellproliferation
beglnstigt, indem es den Ubergang von der G1- in die S-Phase erleichtert. Ein Anstieg
der Expression von Tumorsuppressorgenen wie BRCA1, CAV1 und HOXAS nach
KDM5B-Knockdown lasst auRerdem vermuten, dass KDM5B durch transkriptionelle
Repression dieser Tumorsuppressorgene Tumorzellproliferation und somit
Tumorwachstum beglnstigt (251). Insbesondere durch die Unterdriickung der
Expression des antiangiogenen Transkriptionsfaktors HOXA5 erhalt KDM5B die
angiogene Kapazitat von Endothelzellen und fordert somit Tumor-Neoangiogenese

und Tumorwachstum (252).

In einem Mausmodell, welches mit MCF-7-Zellen mit KDM5B-Knockdown transfiziert
worden war, konnte ein Rickgang des durch Ostradiol (E2) stimulierten
Tumorwachstums beobachtet werden, was die Rolle von KDM5B bei der Forderung
von Ostrogeninduziertem Wachstum im ER-positiven Mammakarzinom bestatigt (247).
Zudem korreliert die KDM5B-Expression eng mit der von E2F1 und E2F2,
Transkriptionsfaktoren, die den Zellzyklus und insbesondere den Ubergang von G1 in
die S-Phase regulieren (253). Ein weiteres Beispiel fur die regulatorische Funktion von
KDMS5B beim Zellzyklus ist der Einfluss von KDM5B auf die let-7e-Expression. Durch
die epigenetische Repression der tumorunterdriickenden Mikro-RNA /et-7e kommt es
zu einer verstarkten Cyclin D1-Expression, was wiederum die Zellzyklusprogression
fordert (254).

Auch die Expression der antimetastatischen Mikro-RNA miR-31 wird durch
Rekrutierung von KDM5B an den Promotor unter Beihilfe des Onkogens EMSY
unterdrickt und somit Zellmigration und Zellinvasion geférdert (255). EMSY bindet
aulRerdem kompetitiv an die Jmjc-Domane von KDM5B und férdert dadurch die

Selbsterneuerung von CSC sowie die Tumorentstehung (256).

Gleichzeitig hat KDM5B einen Einfluss auf die regulatorischen Aktivitaten der IncRNA
MALAT1 und der Mikro-RNA hsa-miR-448. So fuhrt das Silencing von KDM5B in
TNBC-Zellen zu einer Hochregulierung von hsa-miR-448 und einer Herunterregulation
von MALAT1, verbunden mit einer reduzierten Zellmigration und Zellinvasion. Eine
erhohte KDM5B-Expression konnte wiederum durch hsa-miR-448 reduziert werden,
was nahelegt, dass hsa-miR-448 den KDM5B/MALAT1-Weg stort (257). Ein weiteres
Beispiel fur eine Regulation von KDM5B durch Mikro-RNAs ist miR-137, deren direktes
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Target KDM5B ist. Eine Uberexpression von miR-137 fiihrt zu einer Reduktion von
Zellproliferation und Zellmigration. In Mammakarzinomzelllinien ist miR-137

herunterreguliert (258).

Untersuchungen in anderen Tumorentitaten legen ebenfalls nahe, dass KDM5B, trotz
seiner regulatorischen Aktivitat, wiederum selbst anderen regulatorischen
Mechanismen unterliegt. Beispielsweise kann die KDM5B-Expression durch Bindung
des Onkoproteins N-Myc an den KDM5B-Promotor unterdrickt werden, wodurch

Zellproliferation reduziert wird (259).

Weiterhin ist KDM5B als Korepressor von TIEG1 in den Transforming Growth Factor-
B (TGF-B) Signalweg involviert. Gemeinsam mit TIEG1 unterdrickt KDM5B die
Transkription von Smad7, einem Inhibitor des TGF-B-Signalwegs. Dies kann sowohl
tumorsuppressive als auch tumorférdernde Auswirkungen haben (260). Ein weiterer
tumorprotektiver Effekt ist, dass KDMSB im Komplex mit LSD1 und NuRD die
Expression des Chemokins CCL14 reduziert und dadurch das angiogene und

metastatische Potenzial von Mammakarzinomzellen unterdriickt (261).

Im Vergleich zu Ostrogenrezeptor-positivem Mammakarzinom ist KDM5B in triple-
negativem Mammakarzinom geringer exprimiert. Eine Uberexpression von KDM5B in
MDA-MB-231-Zellen reduzierte die Zellmigration und Zellinvasion. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass KDM5B im triple-negativen Mammakarzinom auch eine
tumorunterdrickende Funktion einnimmt (241). Zudem hemmte KDMS5B die
Expression der Pluripotenz-Gene SOX2 und NANOG und verringerte die
Stammzellpopulation in TNBC-Zelllinien (262).

Andere Ergebnisse weisen auf eine SchlUsselrolle von KDMS5B in luminalzell-
spezifischen Expressionsprogrammen hin. Demnach ist die KDM5B-Expression im
luminalen Mammakarzinom notwendig, um die Expression basalzell-spezifischer
Gene zu unterdriicken. Gleichzeitig haben Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-
positiven Tumoren mit hoher KDMS5B-Aktivitat eine kurzere krankheitsspezifische
Uberlebenszeit. Diese Daten unterstreichen eine unterschiedliche KDM5B-Aktivitat in
luminalem und basalem Mammakarzinom sowie die Assoziation mit einer schlechten
Prognose bei erhdhter KDM5B-Aktivitdt bei luminalen ER+-Tumoren (263). Eine
Reduktion der KDM5B-AKktivitat durch Deletion oder durch den Einsatz von KDM5-
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Inhibitoren in MCF-7-Zellen resultierte in einer erhndhten Sensitivitat fir den Einsatz

von Hormontherapien, wie beispielsweise das Antidstrogen Fulvestrant (264).

Trotz verschiedener Entwicklungsansatze sind bislang keine KDM5B-Inhibitoren fur
die klinische Anwendung zugelassen (265). Allerdings konnte die Expression eines
weiteren von KDM5B unterdruckten Tumorsuppressorproteins, des Proteins HEXIM1,
durch den Einsatz von KDM5B-Inhibitoren wieder hochreguliert werden. Dieser
gezielte Einsatz von KDMSB-Inhibitoren hemmt die Proliferation von
Mammakarzinomzellen (266). Weiterhin hemmen sowohl ein KDM5B-Knockdown als
auch der Einsatz des KDM5B-Inhibitors AS-8351 die Proliferation und Migration von
Mammakarzinomzellen, und auch die EMT kann dadurch umgekehrt werden.
Interessanterweise ist KDM5B auch an der Unterdrickung des AMPK-Signalwegs
beteiligt, welcher an der Regulation des Fettstoffwechsels beteiligt ist. Somit werden
eine metabolische Reprogrammierung und daraus resultierendes unkontrolliertes
Wachstum begunstigt (267).

In anderen Tumorentitaten wiederum gibt es auRerdem Hinweise darauf, dass eine
Uberexpression von KDM5B neben einer erhéhten Zellproliferation und EMT auch mit
einer gesteigerten Zellmigration und Zellinvasion einhergeht. Mechanistisch konnte
eine KDM5B-vermittelte Modulation der H3K4me3-Markierung am Promotor des
PTEN-Gens nachgewiesen werden, was mit einer Unterdrickung der PTEN-
Transkription einherging. Dies demonstriert den Einfluss von KDM5B auf den
wichtigen PTEN/AKT-Signalweg (268). Zusatzlich dazu bindet KDM5B auch an den
PIK3CA-Promotor. Wahrend eine Uberexpression von KDM5B zu einer Verstarkung
des PI3K/AKT-Signalwegs fuhrt, kommt es bei einem Fehlen von KDM5B zu einer
Reduktion des P110a- und PIP3-Niveaus, was in einer verminderten Zellproliferation
resultiert (269).

Im Mammakarzinom ist neben KDM5B auch CUX2 hochreguliert. CUX2 férderte die
Expression von KDMS3B durch transkriptionelle Aktivierung. KDM5B wiederum
unterdrickte die Expression von SOX17 durch Histondemethylierung, was das
Tumorwachstum beschleunigt. Eine Hemmung von CUX2 hingegen reduziert die
KDM5B-Expression und dadurch die Tumorentstehung und -progression im
Mammakarzinom Uber eine Hochregulation von SOX17. Daraus lasst sich eine
regulatorische CUX2/KDM5B/SOX17-Achse ableiten (270).
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Auch auf das Tumorsuppressor-Protein p53 scheint KDM5B Einfluss zu haben. So
fuhrt KDM5B-Silencing zu einer deutlich erhéhten p53-Expression auf Proteinebene
und zu einer gesteigerten, p53-vermittelten Apoptose von Mammakarzinomzellen.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die erhdohte KDM5B-Expression im

Mammakarzinom p53-induzierte Zellapoptose verhindert (271).

Zusatzlich ist KDM5B auch an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen beteiligt.
So wird KDM5B an DNA-Bruchstellen angereichert und tragt zu einer Rekrutierung von
Ku70 und BRCA1 bei, die fur eine nicht-homologe Endverknipfung oder eine
homologe Rekombination bendtigt werden. Bei einem KDM5B-Mangel hingegen,
kommt es zu einer Beeintrachtigung der DNA-Reparatur (272). Ein KDM5B-Mangel
erhoht aulerdem die H3K4-Methylierung und blockiert die Rekrutierung von XRCC1
an DNA-Bruchstellen, was zu einer erhohten Sensibilitdit gegeniber Chemo-
therapeutika fuhrt. Wahrenddessen hat eine Uberexpression von KDM5B einen
gegenteiligen Effekt und fihrt zu Resistenzen gegeniuber Chemotherapeutika wie
Cisplatin (273).

KDM5B unterliegt, zusatzlich zu den bereits erwahnten Mikro-RNAs, aul’erdem der
Regulation durch miR-387-3p und miR-486-5p, die beide an die 3'UTR von KDM5B
binden und im Mammakarzinom herunterreguliert sind. Nach einer Transfektion mit
miR-486-5p zeigt sich in MCF-7-Zellen eine starke Reduktion des KDM5B-Proteins,
die mit einer Akkumulation von DNA-Schaden und einer erhohten Strahlen-
empfindlichkeit einhergeht (274). Auch der gezielte Einsatz von KDM5B-Inhibitoren

kann im Mammakarzinom zu einer Erhdhung der Strahlensensibilitat fihren (275).

Zuletzt kann KDM5B aulRerdem auch als prognostischer Faktor herangezogen werden
und korreliert im Mammakarzinom mit einer schlechten Prognose. Besonders im
luminalen Mammakarzinom geht eine erhdhte KDMS5B-Expression mit einem
verklrzten Gesamtlberleben einher (276). Auch in einer Vielzahl von anderen
Tumorentitaten spielt die Aktivitat von KDM5B eine zentrale Rolle (Abbildung 6) (277).
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht der KDM5B-Interaktionen. KDM5B
interagiert mit einer Vielzahl von verschiedenen Partnern. Darunter sind beispielsweise
zahlreiche regulatorische RNAs oder Tumorsuppressoren. Es ist aber auch in die
Regulation bekannter Signalwege involviert. Besonders hervorgehoben sind der
CUX/KDM5B/SOX17- sowie der hsa-miR-448/KDM5B/MALAT1-Pathway. Bei den
Interaktionen kann es sowohl zu fordernden als auch zu hemmenden Effekten
kommen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben

Chemikalien

Hersteller

100 bp-Marker

Agarose

AlamarBlue™ Cell Viability Reagent
Ampuwa® Aqua dest.

Aqua stabil

Borsaure (= 99,5 %)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Dako REAL™ Antibody Diluent
Dako REAL™ EnVisionTM Detection
System, Peroxidase/DAB+,
Rabbit/Mouse

Dako Target Retrieval Solution, pH 6
(10X)

Dako Target Retrieval Solution, pH 9
(10X)

Deoxynucleotide (ANTP) Solution Mix
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS)

EDTA-Na2

Ethanol (96 %)

Ethanol (99,8 %)

Ethidiumbromid (100 %)

Fibronectin

Glycerol (50 %)

H202 (30 %)

Hamalaunlésung sauer nach Mayer
Hamatologie Puffertabletten nach Weise
pH 6,8

Hemacolor® Rapid Staining of Blood
Smear Solution 2

Hemacolor® Rapid Staining of Blood
Smear Solution 3

Immersionsol

Kapa Sybr®Fast

Kollagen |

Kollagen IV

Kristallviolett

M-MuLV Reverse Transkriptase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Julabo, Seelbach

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, USA

New England BioLabs, Frankfurt a.M.
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Boehringer Mannheim, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Kapa Biosystems, Wilmington, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

New England BioLabs, Frankfurt a.M.
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M-MuLV Reverse Transkriptase Buffer
(10x)

Nagellack P2 Color Victim
P3000

RiboLock RNase Inhibitor
RNase- Free Water
Roti®Histofix 4,5 % Formaldehyd
Roti®-Histokitt I

Schwefelsaure (1 M)

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Terg-a-zyme

TRIS, PUFFERAN® (2 99,9 %)
Trypsin-EDTA (0,25 %)

Tween® 20

Versene EDTA (0,02 %)

Xylol, Isomerengemisch

New England BioLabs, Frankfurt a.M.

Maesa Cosmetics, Wien, Osterreich
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Hilden bei Dusseldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
AppliChem, Darmstadt

3.1.2 Puffer und Losungen

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Lésungen sowie deren Zusammensetzung

Puffer /| LOsung Inhalt
Agarosegel (2 %) 1 g Agarose
50 ml 1x TBE
Blockpuffer fur Adhasion DPBS
+ 0,5 % BSA

DNA-Ladepuffer

Ethanol (70 %)

Ethidiumbromidldsung
Kristallviolett-Losung

Puffer nach Weise

SDS-Lésung (2 %)
TBE-Puffer (1x)

Terg-a-zyme Reinigungslosung

Waschpuffer fur Adhasion

50 % Glycerol

1 mM Na2EDTA

0,4 % Bromphenolblau

99,8 % Ethanol-Verdinnung mit VE-
Wasser

1 % Ethidiumbromid in Aqua dest.

5 mg/ml Kristallviolett in 2 % Ethanol
und Aqua dest.

1 x Hamatologie Puffertablette nach
Weise pH 6,8

11 Aqua dest.

2 % SDS in H20

11 g Tris

6 g Borsaure

1 g EDTA IIl (EDTA-Na2)

11 VE-Wasser

5 g Terg-a-zyme

500 ml VE-Wasser

DPBS

+ 0,05 % Tween20
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3.1.3 Kit-Systeme

Tabelle 3: Verwendete Kit-Systeme mit Herstellerangaben

Name Hersteller
Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche, Basel, Schweiz
(colorimetric)

Lipofectamine® 3000 Transfection Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NucleoSpin®RNA Plus Macherey-Nagel, Duren

3.1.4 Zellkulturmedien

3.1.4.1 Zellkulturmedien und Medienzusitze

Tabelle 4: Verwendete Zellkulturmedien und Medienzusatze mit Hersteller-
angaben

Zellkulturmedien / Medienzusatze Hersteller

Choleratoxin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Carl Roth, Karlsruhe
Epidermal growth factor (EGF) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fetales Kalberserum (FCS) Gibco, Carlsbad, USA

Gibco RPMI Medium 1640 Gibco, Carlsbad, USA

Gibco RPMI Medium 1640 Gibco, Carlsbad, USA
(phenolrotfrei)

Hydrocortison Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Insulin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Opti-MEM Gibco, Carlsbad, USA
Penicillin / Streptomycin (P/S) Gibco, Carlsbad, USA

3.1.4.2 Zellkulturmedien nach Verwendungszweck

Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien inklusive der jeweiligen Medienzusatze.
Sortierung nach Verwendungszweck bzw. damit kultivierter Zelllinien

Verwendungszweck / Zelllinien Verwendetes Kulturmedium
Einfriermedium RPMI 1640
+10 % FCS
+1 % P/S
+10 % DMSO
Kultivierung der Zelllinie: RPMI 1640
-  MCF-10A +5 % FCS
+1 % P/S

+ 20 ng/ml EGF

+ 1,4 x 10 M Hydrocortison
+ 100 ng/ml Choleratoxin

+ 10 pg/ml Insulin

Kultivierung der Zelllinien: RPMI 1640
- BT-549 +10 % FCS
- HS-578T +1 % P/S
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MCF-7

MDA-MB-231
MDA-MB-468

Medium fur Weiterkultur nach
Transfektion

Transfektionsmedium

Opti-MEM
+10 % FCS

oder
RPMI 1640 phenolrotfrei

+10 % FCS
Opti-MEM

3.1.5 Primarantikorper

Tabelle 6: Verwendete Primarantikorper. Angabe von Spezies, Klon, Hersteller und

Katalognummer

Antikorper Spezies Klon Katalognummer Hersteller

Anti-KkDM5B Maus Clone #MABE150 Merck,
15G8.1 Darmstadt

HP1a Antibody Kaninchen polyklonal #2616 Cell Signaling

Technology®,
Danvers, USA

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Aluminiumfolie

Cell culture dishes CellStar™ (100 x 20
mm)

Cellstar Cell Culture Plate (96-Well)
Cytotrager beschichtet, ein Kreis

Deckglaser Menzel-Glaser (18 x 18 mm,
24 x 60 mm)

Desinfektonstlcher Schilke Wipes
Easy Grip™ Tissue Culture Dish (60 x
15 mm)

Einmal Nitril Untersuchungshandschuhe

Filterkarten, ein Loch

Filterpapier

Kryoréhrchen Cryogenic Tubes Nunc™
Luna™ Cell Counting Slides
Objekttrager 8-Well

Objekttrager Menzel-Glaser Superfrost®
Plus
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Paclan, Monchengladbach
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Tharmac® Laboratory Solutions,
Wiesbaden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Schulke & Mayr, Norderstedt

Becton Dickinson Labware, Franklin
Lake, USA

Shandong Intco Medical Products,
Qingzhou, China

Tharmac® Laboratory Solutions,
Wiesbaden

Schleicher & Schuell, Dassel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Logos Biosystems, Anyang, Sudkorea
Sarstedt, Numbrecht

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Pasteur Pipetten (150 und 230 mm)
Pipettenspitzen FilterTips, TipOne® (0,5-
10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 101-1000 pl)
Polycarbonatmembranen 25x80 mm,
PorengréfRe 8 um

Probenréhrchen CellStar™ (15 ml, 50
ml)

Reaktionsgefalle (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml,
2 ml, 5 ml)

Sapphire Microplatte 96-Well fur Light
Cycler

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 ml)

Viewseal Abdeckfolie, transparent
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?,

175 cm?)

Zellschaber

VWR, Darmstadt
StarLab, Hamburg

Neuro Probe, Gaithersburg, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

3.1.7 Gebrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verwendete Gebrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Gebrauchsmaterialien

Hersteller

Becherglaser

Boydenkammer 48-Well Micro
Chemotaxis Chamber
CellClip, Edelstahiclip

CoolCell freezing container holds
CoolCell® LX

Dako Pen

Erlenmeyerkolben

Feuchtkammer

Glasflaschen

Kuchenschaber

Messzylinder

Pinzetten

Pipetten Eppendorf Research (0,5-10 pl,
2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl)

Racksysteme fur Immuncytochemie
Scheren

Schutzbrillen

Single Cellfunnel®

Carl Roth, Karlsruhe
Neuro Probe, Gaithersburg, USA

Tharmac® Laboratory Solutions,
Wiesbaden

Biozym Scientific GmbH
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dako, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe
Hauseigene Werkstatt

Carl Roth, Karlsruhe

Rosle, Marktoberdorf

Carl Roth, Karlsruhe

Labotec, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, USA
Labotec, Wiesbaden

Uvex, Furth

Tharmac® Laboratory Solutions,
Wiesbaden
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3.1.8 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerate mit Herstellerangaben

Gerate

Hersteller

Absaughandgriff VacuuHandControl
VHCPro

Axioskop 40 Mikroskop

Bildschirm

COz2-Inkubator Thermo Scientific™
Heracell™ VIOS 160i

Computer

Dampfgarer MultiGourmet
Desinfektions- und Reinigungsautomat
G7735

Digitaler Timer und Stoppuhr
Digitalmikroskop VHX-1000
Eismaschine
Flissigkeits-Absaugsystem BVC control
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C
Gelelktrophoresekammer

GloMax Multi Plus Detection System
Heraeus™ Fresco™ 17 Mikrozentrifuge
Inverses Labormikroskop Leica DM IL
LED

Kryo Stickstofftank GT 140
Kihlschrank 4 °C

Labor-Feinwaage

LightCycler®480 I

LUNA™ Automated Cell Counter
Magnetruhrgerat IKA-Combimag RET
Mikroskopkamera Leica DFC450 C
Mikrowellengerat

Pipettierhilfe Accu-jet pro
Plattenzentrifuge PerfectSpinP
Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe
Spannungsgerat EPS300
Spektralphotometer NanoDrop One
Thermocycler TProfessional
Thermo-Shaker PHMP-4

UV Fotokammer E-Box Vilber
Vertikalautoklav LVSA 40/60

Vortex VF2

Wasserbad Type JB1

Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zytozentrifuge Cellspin® II

Vacuubrand, Wertheim

Zeiss, Oberkochen
LG Group, Seoul, Sudkorea
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dell, Round Rock, USA
Braun, Kronberg im Taunus
Miele, Gutersloh

TFA Dostmann, Wertheim

Keyence, Osaka, Japan

Ziegra, Hannover

Vacuubrand, Wertheim

Bauknecht, Stuttgart

Heraeus, Hanau

PeglLab, Erlangen

Promega, Fitchburg, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Leica Microsystems, Wetzlar

Air Liquide, Dusseldorf

Liebherr, Bulle, Schweiz

Sartorius, Géttingen

Roche, Basel, Schweiz

Logos Biosystems, Anyang, Stidkorea
IKA-Werke, Staufen

Leica Microsystems, Wetzlar

Moulinex, Alencgon, Frankreich

Brand, Wertheim

PeqgLab, Erlangen

Heraeus, Hanau

Pharmarcia Biotech, Dibendorf
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biometra, Goéttingen

Grant Instruments, Cambridge, England
PeglLab, Erlangen

Zirbus Technology, Bad Grund (Harz)
IKA-Werke, Staufen

Grant Instruments, Cambridge, England
Heraeus, Hanau

Tharmac® Laboratory Solutions,
Wiesbaden
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3.1.9 Software

Tabelle 10: Verwendete Software mit Herstellerangaben

Programm

Hersteller

Chemsketch
LightCycler®480 Il Software
Microsoft Excel 2016
Microsoft PowerPoint 2016
Microsoft Word 2016

ACD Labs, Toronto, Kanada
Roche, Basel, Schweiz
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA

3.1.10 Zelllinien

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien und deren Herkunft

Zelllinie Vertreiber

BT-549 CLS, Eppelheim
HS-578T DSMZ, Braunschweig
MCF-10A ATCC, Manassas, USA
MCF-7 ATCC, Manassas, USA
MDA-MB-231 ATCC, Manassas, USA
MDA-MB-468 DSMZ, Braunschweig

3.1.11 Small interfering RNA (siRNA)

Tabelle 12: Verwendete siRNAs mit Angabe von Target,

Globe ID, Hersteller und Katalognummer

NM-Nummern, Gene

Name Target NM-Nummern Gene Globe Hersteller Kat.
(Spezies) ID Nr.
Hs_CBX5 5 CBX5 NM_001127321, Sl03146479 Qiagen, 10274
FlexiTube (Human) NM_001127322, Hilden bei 15
siRNA NM_012117 Dusseldorf
Hs CBX5 6 CBX5 NM_001127321, Sl04310978 Qiagen, 10274
FlexiTube (Human) NM_001127322, Hilden bei 15
siRNA NM_012117 Dusseldorf
Hs_JARID1B KDM5B NM_006618 S103045623 Qiagen, 10274
_5 FlexiTube (Human) Hilden bei 15
siRNA Dusseldorf
Hs JARID1B KDM5B NM_006618 S103089009 Qiagen, 10274
_6 FlexiTube (Human) Hilden bei 15
siRNA Dusseldorf
Negativ- - - - Qiagen, 10272
Kontroll Hilden bei 81
siRNA Dusseldorf
AllStars®
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3.1.12 Primer

Tabelle 13: Verwendete Primer mit Angabe von Sequenz (5‘-3‘), Annealing
Temperatur (°C) und ProduktgrofBe (bp). Alle Primer wurden von Metabion bezogen.

Name Sequenz (5°-3°) Annealing ProduktgroRe
Temperatur (bp)
(°C)

ACTB FW: GGC ATC CTC ACC 60 202
CTG AAGTA
RV: GGG GTG TTG AAG
GTC TCA AA

ATP5J FW: TCA GCC GTC TCAGTC 61 150
CATTT
RV: ACT AGC ATC AAC AGG
TCC TCC

CBX5 FW: GGA ACA GGG CAG 59 101
ACGTTAG
RV: GGT TTT CTT TCC CAT
GTC GC

HMBS FW: GGA GAC CAG GAG 61 121
TCA GAC TG
RV: AAG TAG GCT GTG TGT
GGG TG

HPRT FW: ATT GAC ACT GGC AAA 61 110
ACAATGC
RV: AAG TAG GCT GTG TGT
GGG TG

KDM5B FW: CTA CCAAGA TGG 60 140
GGTTTG CTC
RV: GTC TGT GGT CAG GTT
TGG CT

PPIA FW: CGC CGA GGA AAA 61 127
CCGTGTA
RV: TGC TGT CTT TGG GAC
CTTGT

TBP FW: GGA TAA GAG AGC 66 139
CAC GAACCAC
RV: TTA GCT GCT GGA AAA
CCCAACTTC TG

3.2 Zellkulturmethoden

3.2.1 Kontinuierliche Zelllinien

Es wurden etablierte kontinuierliche humane Zelllinien eingesetzt. Von den
verwendeten Zelllinien gehoéren die vier Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-468, HS-
578T und BT-549 zur Gruppe des triple-negativen Mammakarzinoms. Die beiden
Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468 sind Teil der MD Anderson Serie, welche in
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den 1970er Jahren von der Michigan Cancer Foundation aus Pleuraergissen von

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom isoliert und etabliert wurde (278).

MDA-MB-231, isoliert aus dem Punktionsmaterial einer 51-jahrigen, kaukasischen
Frau (278), gehort zum TNBCB-Subtyp, besitzt eine hohe Ki-67-Aktivitat sowie
Mutationen im TP53-, BRAF-, TERT- und KRAS-Gen (279-282). In der 2D-Kultur ist

eine sternformige Zellmorphologie zu beobachten (283).

Die Zelllinie MDA-MB-468 hingegen wurde aus dem Punktionsmaterial einer 51-
jahrigen afroamerikanischen Frau isoliert (278). Sie gehort zum BL1-Subtyp, besitzt
eine hohe Ki-67-Aktivitdt und Mutationen im TP53-, SMAD4- und BRCAZ2-Gen (36,
280-282). Besonderheiten dieser Zelllinie sind die G6PD-Isoform A, trotz
Heterozygotie der Spenderin, und eine EGFR-Amplifikation (278, 284, 285).

Zellmorphologisch ist ein traubenférmiges Zellwachstum zu beobachten (283).

Die Zelllinie HS-578T wurde aus karzinosarkomatdésem Brustgewebe einer 74-jahrigen
kaukasischen Frau etabliert (286). Obwohl sie zur Gruppe der triple-negativen
Mammakarzinome gehort und mit einem claudin-low Status im Bereich des TNBCB-
Subtyps einzuordnen ware, zeigt eine Analyse der genetischen Expressionsprofile
eine enge Verwandtschaft zur luminalen molekularen Subgruppe (281, 282, 285). Die
Ki-67-Aktivitat ist hoch und es bestehen TP53-, PIK3CA-, MED12- sowie CDKNZ2A-
Mutationen (279, 280, 287). Es zeigt sich eine sternférmige Zellmorphologie (283).

Bei der Zelllinie BT-549 handelt es sich um Zellen, die 1978 aus Lymphknoten-
metastasen einer 72-jahrigen Frau isoliert wurden und zum TNBCB-Subtyp des triple-
negativen Mammakarzinoms gehoren (33, 279, 284, 288). Es besteht eine hohe Ki-
67-Aktivitat und neben einer TP53-Mutation liegen weitere Mutationen im RB1- sowie
im PTEN-Gen vor (279, 287). Die Zellmorphologie ist sternférmig (283).

Die Zelllinie MCF-7 ist Ostrogenrezeptor-positiv (289). Damit ist sie keine triple-
negative Zelllinie, sondern gehdrt der Subgruppe luminal A an (33). Allerdings konnte
die zusatzliche Expression eines Progesteronrezeptors nicht immer zuverlassig
bestatigt werden (287). Isoliert wurde die Zelllinie in den 1970er Jahren aus
Punktionsmaterial eines malignen Pleuraergusses einer 69-jahrigen Frau (290). Das
TP53-Gen liegt im Wildtyp vor, jedoch sind die Gene MDM2 und MDMX, welche einen
negativen regulatorischen Effekt auf TP53 haben, amplifiziert (291). Die Ki-67-Aktivitat
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ist niedrig, das PIK3CA-Gen mutiert und die Zellmorphologie wird als klumpig
beschrieben (279, 283).

Im Gegensatz zu den anderen aufgefuhrten Zelllinien handelt es sich bei der Zelllinie
MCF-10A um eine nicht-tumordse Zelllinie von Epithelzellen der Brust (292). Sie wurde
aus Brustgewebe einer 36-jahrigen Frau mit fibrozystischer Mastopathie isoliert (293).
Die Zellen besitzen die Morphologie von kubischem Epithel und exprimieren weder
Ostrogen- noch Progesteronrezeptoren (294). Eine Analyse der genetischen

Expressionsprofile beschreibt eine enge Verwandtschaft zum TNBCB-Subtyp (287).

3.2.2 Steriles Arbeiten

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch Mikroorganismen, wie Bakterien und
Pilze, wurden Arbeitsschritte, wenn mdglich, unter einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt. Deren Arbeitsflache sowie alle Arbeitsmaterialien und Gerate, die nicht
steril unter der Werkbank geo6ffnet werden konnten, wurden mit in 70 % Ethanol
getrankten Tuchern desinfiziert. Weiterhin wurden bei allen Arbeiten die Hande vor
Arbeitsbeginn gewaschen, desinfiziert und Einmalhandschuhe aus Nitril getragen.
Jegliche Absaugvorrichtungen fur Flissigmaterial wurden nach Verwendung ebenfalls
mit 70 % Ethanol gespult. Alle nicht sterilen Verbrauchsmaterialien wurden vor

Gebrauch autoklaviert.

3.2.3 Kultivierung humaner Zelllinien

Die verwendeten humanen Zelllinien wurden bei 37 °C, 5% CO2 und einer
Luftfeuchtigkeit von Uber 90 % inkubiert. Die jeweiligen Zelllinien wurden in
Zellkulturmedien unter Verwendung spezifischer Medienzusatze kultiviert (Tabelle 5).
Alle Zellkulturmedien sowie Trypsin wurden vor Gebrauch in einem keimarmen
Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Der Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte in
Abhangigkeit von der Wachstumsrate und Menge der jeweiligen Zellen. In den meisten
Fallen war ein Wechsel des Zellkulturmediums nach 2-3 Tagen nétig. Die Menge des
verwendeten Zellkulturmediums wurde an das Volumen der jeweils verwendeten
Zellkulturflasche angepasst (Tabelle 14). Bei einer Konfluenz der Zellen zwischen 70
und 80 % wurden diese passagiert. Zum Passagieren von Zellen wurde das
Zellkulturmedium bei leicht gekipptem Behalter abgesaugt und der Zellrasen mit 10 ml
Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) gewaschen. Anschlielfend wurde zum
Ablosen der Zellen Trypsin auf dem Zellrasen verteilt und fur kurze Zeit bei 37 °C, 5 %
CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von Uber 90 % inkubiert. Die verwendeten Trypsin-
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Mengen richteten sich nach der Grof3e der Zellkulturflaschen (Tabelle 14). Danach
wurde die Zellkulturflasche zum Lésen der Zellen geschwenkt und leicht beklopft.
Unter dem Mikroskop erfolgte eine Sichtkontrolle, ob sich die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche geldst hatten. Es wurde darauf geachtet, nach Moglichkeit immer alle
Zellen abzuldsen, um die Zelllinie als Ganzes zu erhalten. Daraufhin wurde die
Trypsinwirkung unter Resuspension mit Vollimedium abgestoppt. Die entstandene
Zellsuspension wurde dann je nach gewlnschtem Verhaltnis in der Zellkulturflasche
belassen oder in eine neue Zellkulturflasche uberfiihrt. Der Uberstand wurde
verworfen. AbschlieRend wurde die Zellkulturflasche mit zellspezifischem Vollmedium
auf die entsprechenden Volumina aufgefillt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete Mengen von Kulturmedium und Trypsin fiir
ZellkulturgefaBe unterschiedlicher GroRe, angegeben in ml.

Zellkulturgefal® Menge an Kulturmedium [ml] Menge an Trypsin [ml]
100 mm Zellkulturschale 5 0,5

60 mm Zellkulturschale 4-5 0,5

T-25 Zellkulturflasche 5 0,5-0,8

T-75 Zellkulturflasche 12 1

T-175 Zellkulturflasche 18 2

3.2.4 Kryo-Konservierung von Zellen

Zum Erhalt fur spatere Verwendung wurden Zellen in einem mit flissigem Stickstoff
geflllten Tank kryokonserviert. Dafur wurden die betreffenden Zellen mit Trypsin vom
Boden der Zellkulturflaschen abgeldst und fur 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Nach
Absaugen und Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in einer 10 % DMSO-
Vollmedium-Ldsung resuspendiert. Daraufhin wurden jeweils 1 ml dieser Zell-
suspension in Kryordhrchen Uberfihrt, welche fur 24 Stunden in speziellen CoolCell
freezing container holds in einem Gefrierschrank bei -80 °C gelagert wurden. So
konnte ein gezieltes Abklihlen mit -1 °C/Minute gewahrleistet werden. Danach konnten
die Kryoréhrchen unter Beachtung der Sicherheitsvorschriften in einen Stickstofftank

Uberfuhrt und dort gelagert werden.

Um die auf diese Art und Weise konservierten Zellen zu rekultivieren, wurden die
Kryordhrchen, wiederum unter Beachtung der Sicherheitsvorschriften, aus dem

Stickstofftank geborgen und in einem 37 °C warmen, keimarmen Wasserbad
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aufgetaut. Nach Uberfiihrung in eine sterile Werkbank wurde die Zellsuspension, um
den zytotoxischen Effekt von DMSO abzuschwachen, zligig mit Vollmedium verdinnt
und fur 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Nach Absaugen und Verwerfen des
Uberstandes konnten die Zellen in zellspezifischem Vollmedium resuspendiert und

weiterkultiviert werden.

3.2.5 Zellkonzentrationsbestimmung

FUr die Bestimmung von Zellkonzentrationen wurde der Luna™ Automated Cell
Counter verwendet. Hierzu wurden jeweils 15 ul der Zellsuspension in die Zahlkammer
pipettiert und vom Luna™ Automated Cell Counter automatisch und standardisiert

ausgezahlt.

3.3 Immuncytochemie

3.3.1 Funktionsweise der Immuncytochemie

Bei der in dieser Arbeit durchgeflhrten indirekten Form der Immuncytochemie (ICC)
erfolgte die Detektion der Antigene, in diesem Fall der Zielproteine CBX5 und KDM5B,
durch unkonjugierte Primarantikorper, welche in den Zellen an spezifische Epitope der
Zielproteine binden. In einem zweiten Schritt erfolgte die Bindung eines mit einer
Peroxidase konjugierten Sekundarantikdrpers spezifisch an die bereits gebundenen
Primarantikorper. Das Enzym Peroxidase fungierte dann, nach Zugabe eines
Elektronen bereitstellenden Chromogens, wie in diesem Fall 3,3‘-Diaminobenzidin
(DAB), als Katalysator flir eine Oxidationsreaktion, die an den markierten Stellen eine

braunliche Farbung hervorrief.

Um diese immuncytochemischen Farbungen durchflihren zu kénnen, galt es zuerst
die Zellen auf Objekttrager aufzubringen und zu fixieren. Dies geschah mittels

Cytospin oder durch Aussahen auf 8-Kammer-Objekttrager.

3.3.2 Cytospin

Als Cytospin bezeichnet man eine Zentrifuge, die darauf spezialisiert ist, sich in
Suspension befindliche Zellen auf Objekttrager zu konzentrieren. Zur Vorbereitung
wurden die mit einem hydrophoben Ring versehenen Objekttrager mit Bleistift
beschriftet und jeweils gemeinsam mit einem gelochten Filterpapier und einem
Cellfunnel in CellClip Metallklammern eingelegt. Als Nachstes wurden die Zellen aus
den Zellkulturflaschen abgeldst und in Suspension gebracht. Zum Ablésen der Zellen

wurde in diesem Fall jedoch, anstelle von Trypsin, Versene in gleichen Mengen
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verwendet, um maogliche Oberflachenproteine zu schonen. Lediglich beim Ablésen von
Zellen der Zelllinie MCF-10A wurde weiterhin Trypsin verwendet, da auf Grund der
starken Zell-Zell-Kontakte ein zuverlassiges Ablosen mit Versene nicht gelang. Die
entstandene Zellsuspension wurde daraufhin fur 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 3-5ml DPBS resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zellkonzentration dieser Zellsuspension wurde der Luna™
Automated Cell Counter verwendet. Um eine ausreichende Konfluenz der Zellen auf
den Objekttragern sicherzustellen und gleichzeitig Zelliberlagerungen zu vermeiden,
wurde die Zellzahl pro Objekttrager auf ca. 20 000 Zellen festgelegt.
Dementsprechend wurde mit den bendtigten Volumina aus der zuvor gewonnenen
Zellsuspension und DPBS eine weitere Zellsuspension mit einer Zellkonzentration von
20 000 Zellen/ml erstellt. Nun konnten die Cellfunnel in den bereits vorbereiteten
CellClips mit jeweils einem Milliliter der Zellsuspension beflllt und die Cytospin-
Zentrifuge mit den CellClips beladen werden. Diese wurden dann fir 10 Minuten bei
380 g zentrifugiert. Danach konnten die nun mit Zellen bestlickten Objekttrager aus
den CellClips entfernt werden. Nach kurzem Trocknen wurden die Zellen auf den
Obijekttragern fir 10 Minuten in Roti®Histofix 4,5 % Formaldehyd fixiert, dreimal in
DPBS gewaschen und anschlieBend flir zwei Tage an der Raumluft getrocknet.
Danach konnten sie entweder direkt fir immuncytochemische Farbungen

weiterverwendet werden oder wurden luftdicht verpackt bei -20 °C eingefroren.

3.3.3 Kultivierung auf 8-Kammer-Objekttragern

Eine weitere Methode zur Aufbringung von Zellen auf Objekttragern ist die Kultivierung
von Zellen auf 8-Kammer-Objekttragern. Dazu wurden die Zellen aus ihren
Zellkulturgefalien abgeldst und in Suspension gebracht. Zum Abldsen wurden Trypsin
oder Versene verwendet. Diese Zellsuspension wurde anschlieend fur 5 Minuten bei
300g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
zelllinienspezifischem Vollmedium resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde mit
einem Luna™ Automated Cell Counter bestimmt. Pro Well der Objekttrager wurden
ca. 5000 Zellen ausgesat und jeweils mit 200 ul zelllinienspezifischem Kulturmedium
versorgt. AnschlieRend wurden die so beladenen 8-Kammer-Objekttrager fur
24 — 48 Stunden bei 37 °C, 5% CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von Uber 90 %
inkubiert. Danach konnte das Medium abgenommen und verworfen werden. Die
Objekttrager wurden nun in DPBS gewaschen und die am Boden der Objekttrager

angewachsenen Zellen fir 10 Minuten in jeweils 200 ul Roti®Histofix 4,5 %
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Formaldehyd pro Kammer fixiert. Daraufhin wurden die Objekttrager drei weitere Male
in DPBS gewaschen und fur zwei Tage an der Raumluft getrocknet. Nicht direkt

weiterverwendete Objekttrager wurden luftdicht verpackt bei -20 °C gelagert.

3.3.4 Antikorperfarbung

Zur Vorbereitung auf die Antikdrperfarbung wurden die bei -20 °C eingefrorenen
Objekttrager bei Raumtemperatur aufgetaut und nach kurzem Trocknen 10 Minuten in
DPBS  rehydratisiert. Um durch die Formalinfixierung  entstandene
Proteinquervernetzungen aufzulésen und die Epitope fur die Antikdrper zuganglich zu
machen, wurde zuerst eine Hitzedemaskierung durchgefiihrt. Dazu wurden mit auf den
Primarantikdrper abgestimmten Puffer geflllte Klivetten in einem bereits vorgeheizten
Dampfgarer fur einige Minuten aufgewarmt. Fur die Farbung von CBX5 wurde dabei
die Puffer Dako Target Retrieval Solution mit einem pH-Wert von 6 sowie fur die
Farbung von KDMSB Puffer Dako Target Retrieval Solution mit einem pH-Wert von 9
verwendet. Vor Gebrauch wurden die Puffer in einem Verhaltnis 1:10 mit VE-Wasser
verdinnt. Danach wurden die mit Zellen beladenen Objekttrager in die mit nun
warmem Puffer geflllten Klvetten gesteckt und fur weitere 20 Minuten im Dampfgarer
inkubiert. Anschlielliend konnten die Objekttrager nach 20-minttigem Abkuhlen aus
der Pufferldésung entnommen und zweimal mit VE-Wasser gespult werden. Bei
Objekttragern ohne ringféormige hydrophobe Probenbegrenzung wurden die

Zellansammlungen mit Hilfe eines Fettstiftes umrahmt.

Zur Blockierung von maoglicherweise vorhandenen endogenen Peroxidasen wurden
pro umrahmte Zellansammlung 150 pl einer 3 % H202-Losung auf die Objekttrager
aufgetragen und der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fir 10 Minuten in einer
geschlossenen Feuchtekammer inkubiert. Die verwendete 3 % H202-Lésung wurde fur
jeden Versuchsdurchgang frisch aus einer 30 % H202-Stammlésung mit VE-Wasser
in einem Verhaltnis von 1:10 angesetzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die
H202-Lésung auf Papier abgeklopft, die Objekttrager wurden zweimal mit VE-Wasser

gespult und fur ungefahr drei Minuten in DPBS Uberfuhrt.

Danach wurden, je nach Flache der Zellansammlung 50 bis 100 pl einer primaren

Antikorperlosung auf die Zellen gegeben. Unmittelbar vor Verwendung wurden der

Antikérper gegen CBX5 im Verhaltnis 1:100 und der Antikérper gegen KDM5B im

Verhaltnis 1:50 mit Dako Real Antibody Diluent verdunnt sowie kurz gevortext. Auf die

technischen Negativkontrollen wurde nur Dako Real Antibody Diluent ohne
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Primarantikorper aufgetropft. Es folgte die Inkubation in einer geschlossenen
Feuchtekammer. Bei der CBX5-Farbung geschah dies Uber Nacht bei ca. 4 °C und bei
der KDM5B-Farbung fur mindestens 90 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Ende der
Inkubationszeit wurden die Objekttrager dreimal fur jeweils zwei Minuten mit DPBS

gewaschen.

Dann wurden, je nach Grole des zu bedeckenden Areals, 50 bis 100 pl der
Sekundarantikorperlosung Dako Realtime Envision auf die Objekttrager aufgetragen.
Nach einer dreiigminatigen Inkubationszeit in der geschlossenen Feuchtekammer bei
Raumtemperatur wurden die Objekttrager dreimal fur jeweils zwei Minuten mit DPBS
gewaschen. Die Anfarbung des Sekundarantikérpers erfolgte durch jeweils ca. 100 pl
einer frisch angesetzten Diaminobenzidin (DAB)-Losung. Daflr wurde die DAB-
Lésund im Verhaltnis 1:50 in DAB-Puffer verdinnt. Sobald eine sichtbare Farbung
auftrat, spatestens jedoch nach einer Inkubationszeit von funf Minuten, wurden die

Objekttrager unverziglich dreimal fir jeweils zwei Minuten mit VE-Wasser gewaschen.

Fur das Sichtbarmachen der Zellkerne erfolgte eine zehnminttige Hamalaun-Farbung
mit anschlieRender Spllung unter flieRendem Leitungswasser fur weitere 10 Minuten.
Nach einer weiteren kurzen Spulung der Objekttrager in VE-Wasser wurden die nun
angefarbten Zellen abschlieRend in einer aufsteigenden alkoholischen Reihe
entwéassert und mit Roti®-Histokit sowie Deckglasern eingedeckt. Die Entwasserung
erfolgte durch jeweils einminttiges Baden der Objekttrager zweimal in 70 % Ethanol,

einmal in 96 % Ethanol, zweimal in 100 % Ethanol und dreimal in Xylol.

3.4 Transfektion und siRNA-Knockdown

Allgemein versteht man unter einer Transfektion das gezielte Einbringen von Fremd-
Nukleinsauren wie zum Beispiel RNA oder DNA in eukaryotische Zellen durch einen
nicht-viralen Gentransfer. In dieser Arbeit wurde mit Lipofectamine 3000 ein
lipidbasiertes Transfektionsreagenz fur die Transfektion von siRNA in Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468 verwendet. Dabei interagieren kleine unilamellare Liposomen,
die aus einem synthetischen kationischen Lipid bestehen, mit siRNA zu Liposom-
siRNA-Komplexen. Diese nach aullen hin positiv geladenen Liposom-siRNA-
Komplexe fusionieren daraufhin mit der negativ geladenen Zellmembran, was zu einer
Aufnahme der siRNA in die Zelle fuhrt (Abbildung 7) (295).

42



3 Material und Methoden

siRNA

+F z ¥,
+ +
+ ++
++4+ Liposom- Endosom
+ + .
+ + siRNA-
++ +  Komplex Zytoplasma
+ + ++
Liposom

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Transfektion von siRNA in eine Zelle
mittels Lipofektion. Das aus kationischen Lipiden bestehende Liposom nimmt siRNA
auf und bildet einen Liposom-siRNA-Komplex, welcher mit der negativ geladenen
Zellmembran interagiert. Uber Endozytose gelangt die siRNA in die Zelle und wird
anschliellend aus dem Endosom ins Zytoplasma freigesetzt. Abbildung angelehnt an
(296).

Am ersten Tag der Transfektion wurden Zellen der MDA-MB-468-Zelllinie in 60 mm
Zellkulturschalen ausgesat und in zelllinienspezifischem Kulturmedium bei 37 °C, 5 %
CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von uber 90 % kultiviert, sodass am darauffolgenden
Tag die eigentliche Transfektion durchgefihrt werden konnte. Hierfir wurde pro
60 mm Zellkulturschale in einem 2 ml Reaktionsgefald ein Reaktionsansatz | (Tabelle
15) hergestellt, zu dem nach einer 15-minatigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
Reaktionsansatz Il (Tabelle 16) hinzugefugt wurde. Fur die Transfektion wurde mit
Opti-MEM ein sowohl Antibiotika- als auch Phenolrot freies Zellkulturmedium
verwendet. Des Weiteren wurden, um die Effizienz des Knockdowns zu verbessern,
fur jedes Target zwei verschiedene siRNAs (Tabelle 12) miteinander kombiniert.
Anschlieend wurde das nun vollstandige Transfektionsreagenz gevortext,
abzentrifugiert und fur weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrenddessen wurden die Zellen in den 60 mm Zellkulturschalen zweimal mit jeweils
3 ml Opti-MEM gewaschen und danach mit dem, die siRNA enthaltenden,
Transfektionsreagenz, sowie 715 pl Opti-MEM behandelt und vier Stunden bei 37 °C,
5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von tber 90 % inkubiert. Daraufhin wurden Medium
und Transfektionsreagenz abgenommen und die Zellen in jeweils 4 ml Opti-MEM oder
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phenolrotfreiem RPMI 1640 mit jeweils 10 % FCS bei 37 °C, 5 % CO2 und einer

Luftfeuchtigkeit von Gber 90 % weiterkultiviert.

Tabelle 15: Bestandteile von Reaktionsansatz | der Transfektion und verwendete
Menge in pl.

Reaktionsansatz | Menge [ul]
Opti-MEM 250

CBX5- / KDM5B-siRNA / 2x3,75
Kontroll-siRNA 7,5

P3000 16

Tabelle 16: Bestandteile von ReaktionsansatzIll der Transfektion und
verwendete Menge in pl.

Reaktionsansatz Il Menge [ul]
Opti-MEM 200
Lipofectamin 3000 12

Die mittels Transfektion in die Zellen eingebrachte siRNA macht sich zur temporaren
Stilllegung einzelner Gene, in diesem Fall von CBX5 bzw. KDM5B, den zellularen
Mechanismus der RNA-Interferenz zunutze. Dieser beginnt mit der Spaltung von
langerer doppelstrangiger RNA durch ein RNase-ahnliches, als Dicer bezeichnetes,
Enzym in siRNAs mit einem Zwei-Nukleotid-Uberhang am 3'-Ende. Die entstandene
siRNA bindet daraufhin an den RNA-induzierten Silencing-Komplex. In diesem
Multiproteinkomplex werden die beiden siRNA-Strange getrennt, wobei der Strang mit
dem stabileren 5'-Ende in den aktivierten RISC integriert wird. Im Anschluss kann die
Antisense-siRNA an die spezifische Ziel-mRNA des stillzulegenden Gens binden,
wonach durch den gekoppelten RISC eine katalytische Spaltung dieser Ziel-mRNA
erfolgt (Abbildung 8). Diese mRNA steht nun nicht mehr fur die Translation zur
Verfugung, wodurch die Funktion des Gens, in Form von daraus transkribierten und
translatierten Proteinen, temporar bis zu einer erneuten Transkription unterdrtickt wird
(297-300).
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Spaltung langerer
dsRNA in siRNA
durch Dicer

Beladung des
RISC mit siRNA
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Sense- und
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Bindung und
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MRNA

Freisetzung

gespaltener mRNA und
Wiederverwendung des
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Mechanismus der RNA-Interferenz.
Nach der Dicer vermittelten Spaltung langerer dsRNA in siRNA wird diese mit Hilfe des
Dicers und des RNA-bindenden Proteins TRBP in den RISC geladen. Der RISC wird
hier ausschlieBlich durch sein zentrales Protein Argonaute 2 (AGO2) reprasentiert.
Nach Abtrennung des Sense-Strangs kann mit dem Antisense-Strang die Ziel-mRNA
spezifisch gebunden und vom RISC gespalten werden. Die gespaltenen mRNA-
Fragmente werden daraufhin freigesetzt und der RISC kann weiterverwendet werden.

Abbildung angelehnt an (300).
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3.5 Arbeit mit Nukleinsauren

3.5.1 Gewinnung des Zelllysates

Fur die Gewinnung der RNA wurden mit siRNA transfizierte Zellen oder nicht
transfizierte Kontrollzellen in 60 oder 100 mm Zellkulturschalen kultiviert. Nach
Abnehmen des Kulturmediums unter einer sterilen Werkbank wurden die Zellen, um
eine Kontamination mit RNasen zu vermeiden, an einen RNase-freien Arbeitsplatz
uberfuhrt, der vor und nach jeder Benutzung mit Terralin gereinigt wurde. Dort wurden
die Zellen pro Zellkulturschale mit jeweils 350 ul RNA-Lysis Buffer behandelt, mit
einem sterilen Spatel von den Zellkulturschalen abgeschabt und in ein RNase-freies
Reaktionsgefal® gebracht. Das gewonnene Lysat wurde, um den RNA-Verlust
mdglichst gering zu halten, umgehend bei -80 °C eingefroren oder direkt

weiterverarbeitet.

Die anschlielende DNA-Extraktion und RNA-Isolation erfolgten mithilfe des
NucleoSpin®RNA Plus Kits. Vor Verwendung des Kits wurde zum Waschpuffer 2 96-
100 % Ethanol hinzugegeben.

3.5.2 DNA-Extraktion

Um fir die Isolierung der RNA stérende DNA zu entfernen, wurde das zuvor
gewonnene Zelllysat langsam auf Eis aufgetaut und auf eine NucleoSpin®gDNA
Removing Column mit Auffanggefall gegeben. Diese bindet die DNA auf Grund von
deren negativer Ladung. Dieser Ansatz wurde dann fir 30 s bei 11 000 g zentrifugiert,
die Saule mit der gebundenen DNA verworfen und die sich im Auffanggefa®

befindliche DNA-befreite Probe unverzlglich weiterverwendet.

3.5.3 RNA-Isolierung

Far die Isolierung der RNA wurde die DNA-befreite Probe im Auffanggefald mit 100 pl
Binding Solution in Suspension gebracht. Diese Suspension wurde daraufhin auf die
NucleoSpin®RNA Plus Column, welche die RNA aufgrund ihrer Ladung bindet,
gegeben und bei 11 000 g fur 15 s zentrifugiert. Der Inhalt des Auffanggefal’es wurde
verworfen. Anschlie®end wurden in einem ersten Waschschritt 200 ul des
Waschpuffers 1 auf die Saule gegeben, der Ansatz erneut bei 11 000 g flir 15s
zentrifugiert und der Inhalt des Auffanggefalies verworfen. In einem zweiten
Waschschritt wurden 600 pl des Waschpuffers 2 auf die Saule pipettiert, der Ansatz
ein weiteres Mal bei 11 000 g fur 15 s zentrifugiert und der Inhalt des Auffanggefalles

verworfen. Bei einem darauffolgenden dritten Waschschritt wurden nun 250 pl des
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Waschpuffers 2 auf die Saule gegeben und der Ansatz dieses Mal, um die Saule zu
trocknen, fir zwei Minuten bei 11000 g =zentrifugiert, sowie der Inhalt des
AuffanggefalRes erneut verworfen. Die getrocknete Saule wurde in ein Nuklease-freies
Reaktionsgefald gesetzt und die RNA durch Zugabe von 30 pl RNase-freiem H20 von
der Saule geldst. Dieser Ansatz wurde nun bei 11 000 g fur 1 min zentrifugiert. Wurde
eine hohe RNA-Konzentration bendétigt, wurde das aufgefangene Lysat erneut auf die
Saule gegeben, um moglichst viel RNA von der Saule zu lésen. War ein grolles
Volumen der Probe gewulnscht, wurden erneut 30 yl RNase-freies H20 auf die Saule
aufgetragen. In beiden Fallen wurde der Ansatz ein weiteres Mal fur eine Minute bei
11 000 g zentrifugiert. Abschlielend wurde flr die Bestimmung der RNA-
Konzentration ein 2,2 ul-Aliquot enthommen und die gewonnene RNA unverzuglich bei
-80 °C gelagert.

3.5.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration sowie der Reinheit der zuvor isolierten RNA
erfolgte durch Messung der Lichtabsorption mit Hilfe eines NanoDrop Photometers bei
Wellenlangen von 260 nm und 280 nm. Gemessen wurde jeweils eine Menge von
einem Mikroliter der unverdinnten RNA bzw. einem Mikroliter einer Kontrolle mit
RNase-freiem H20. Alle Messungen erfolgten im Duplikat und nach jeder Messung

wurde die Linse des NanoDrops mit einem Papiertuch gereinigt.

Die Bestimmung der Reinheit der RNA erfolgte durch die Bildung des Quotienten der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm. Die optische
Dichte diente dabei als Messgrolie der Intensitat der Absorption eines durch die RNA-
Proben geleiteten Lichtstrahles. Dabei ist die Absorption bei einer Wellenlange von
260 nm hauptsachlich auf in Nukleinsduren enthaltenen, 1r-elektronenreichen Basen,
wie beispielsweise Adenin, zurtickzufihren. Wahrenddessen wird eine Absorption bei
einer Wellenlange von 280 nm primar von in Proteinen enthaltenen aromatischen
Aminosauren wie Tryptophan und Tyrosin verursacht. Betragt das Verhaltnis der
optischen Dichten zwei, so spricht dies fur eine hohe Absorption bei 260 nm, eine
minimale Absorption bei 280 nm und somit eine relativ reine RNA-Probe. Ist das
Verhaltnis niedriger als zwei, entspricht das einer erhdhten Absorption bei 280 nm,
weshalb eine Kontamination mit beispielsweise Proteinen in Betracht gezogen werden

Mmuss.
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3.5.5 Synthese von cDNA durch Reverse Transkriptase PCR

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist ein zweistufiger
Prozess, bei dem RNA zuerst mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT) in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben und diese anschlielend im Rahmen
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt wird. Die synthetisierte und
vervielfaltigte cDNA steht dann im weiteren Verlauf flr eine Real Time Quantitative
PCR (gPCR) zur Verfugung.

Zu Beginn wurde der Reaktionsansatz | hergestellt, indem die eingesetzte RNA-
Menge in einem 0,2 ml Reaktionsgefal® mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen
von 14yl  aufgefullt sowie jeweils 1 pul Oligo dt-Primer und 1 pl
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) hinzugegeben wurden (Tabelle 17). Der
Vorteil von Oligo dt-Primern besteht dabei darin, dass durch das Ansetzen am Poly-A-
Schwanz nur prozessierte mMRNA in cDNA umgeschrieben werden kann. Pro RNA-
Probe wurden jeweils, je nach RNA-Konzentration, zwischen 1,35 und 4 ug RNA
eingesetzt, wobei fir zusammenhangende Proben immer die gleiche RNA-Menge

verwendet wurde.

Anschlielend wurde der Reaktionsansatz | durch Vortexen gut vermischt und, um die
Sekundarstruktur der RNA zu denaturieren, im Thermocycler tber 5 Minuten auf 80 °C
erhitzt und dann auf 4 °C abgekihlt.

Tabelle 17: Bestandteile von Reaktionsansatz| der cDNA-Synthese und
verwendete Menge in pl.

Reaktionsansatz | Menge [ul]
RNase freies H20 + RNA 14

Oligo dt-Primer 1 (10 nM)
dNTP 1 (2,5 nM)
Gesamtvolumen 16

Danach wurde zu Reaktionsansatz | der Reaktionsansatz Il, bestehend aus 1 yl des
RNase-Inhibitors RiboLock, 2 pl eines Erststrang-Puffers (RT-Buffer) und 1 yl der
Reversen Transkriptase, hinzugefligt (Tabelle 18). Nun erfolgte im Thermocycler bei
42 °C fur 60 Minuten die Synthese und Amplifikation der cDNA, welche anschlielend
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10 Minuten bei 90 °C hitzeinaktiviert und dann auf 4 °C abgekuhlt wurde. In jeder

Synthesereihe wurde eine Kontrollprobe ohne Reverse Transkriptase mitgefihrt.

Tabelle 18: Bestandteile von Reaktionsansatzll der cDNA-Synthese und
verwendete Menge in pl.

Reaktionsansatz I Menge [ul]
RT Buffer (Erststrang-Puffer) 2 (10x)

Ribo Lock (RNAse Inhibitor) 1

Reverse Transkriptase 1 (200 U/ml)
Gesamtvolumen 4

Die Lagerung der fertigen cDNA erfolgte bei -20 °C. Fur einen zeitnahen Einsatz in
einer g°PCR wurden Aliquots in 1:10 Verdlinnung hergestellt und bei 4 °C gelagert. Alle
Arbeiten erfolgten auf Eis und alle verwendeten Substanzen wurden vor Gebrauch

gevortext sowie abzentrifugiert.

3.5.6 Primer-Synthese

Die fur die spezifische Amplifizierung der, nun in cDNA umgeschriebenen, friheren
mMRNA der beiden Zielgene CBX5 und KDM5B bendétigten spezifischen Primer wurden
mit Hilfe des Primer-BLAST-Tools der National Library of Medicine vom National
Center for Biotechnology Information (NCBI) designend und anschlieRend bei
Metabion bestellt (301). Die dafur nétigen NCBI-Referenz-Sequenzen (NM-Nummern)
der proteinkodierenden Transkripte wurden der Datenbank von Ensembl.org
entnommen (302). Beim Design der Primer wurde darauf geachtet, dass die Primer
Exon-Grenzen Uberschreitend, also Intron-Uberspannend von Exon zu Exon angelegt
sind (Abbildung 9). Vor Verwendung der Primer wurden diese zuerst in RNase-freiem
H20 geldst, sodass eine Lésung mit einer Konzentration von 100 uM entstand. Die
daflr jeweils bendtigten Mengen von RNase-freiem H20 wurden dem mitgelieferten
Datenblatt entnommen. AnschlieRend wurde jeweils ein Aliquot der Primer mit RNase-
freiem H20 in 1:10 Verdinnung erstellt. Die Lagerung der Primer-Stocks erfolgte bei -
20 °C und die der Primer-Aliquots bei 4 °C.

49



3 Material und Methoden

A NM_012117.3:0..11546 Homo sapiens chromobox 5 (CBX5), transcript variant 3, mRNA
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Abbildung 9: Abbildung eines vergroBerten Ausschnittes der mRNA von CBX5
und KDM5B und der Ansatzpunkte der designten Primer. Entnommen von (301).
A) Skizzierung der mRNA einer Transkriptvariante von CBX5 mit zugehérigem Primer.
B) Skizzierung der mRNA einer Transkriptvariante von KDM5B mit zugehdrigem
Primer. Die schwarzen Balken stellen die verschiedenen Exons, die blauen Balken die
entsprechenden Primer und die roten Balken die jeweiligen proteinkodierenden
Abschnitte dar.

3.5.7 Quantitative Echtzeit-PCR

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR handelt es sich um eine DNA-
Amplifikationsmethode mit gleichzeitiger Quantifizierung der generierten DNA-
Mengen. Dies gelingt durch Messung eines in die DNA interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes nach jedem Zyklus der PCR. Bei gleichen eingesetzten cDNA-
Mengen kann so, durch die spezifische Amplifikation eines Transkriptes, auf die
unterschiedlichen Mengenverhaltnisse des Transkriptes in den eingesetzten Proben
geschlussfolgert werden. Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt.

Zu Beginn wurde, fur das spatere Erstellen einer Standardkurve, eine cDNA-
Verdunnungsreihe mit den Verdunnungen 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 und 1:160
angesetzt. Daflir wurden insgesamt 20 ul verschiedener, mindestens zweier, cDNAs
eingesetzt und mit RNase-freiem Wasser verdunnt. Verwendung fanden dabei cDNAs
aus den Zelllinien MCF-7, MDA-MB-468, IGROV und OVISE. Die angesetzten

Verdinnungen wurden vor Verwendung sorgfaltig gemischt.

Dann wurde der gPCR-Mastermix (Tabelle 19) hergestellt und mittels Vortexen und

Abzentrifugieren sorgfaltig vermischt. Pro Reaktionsansatz bestand dieser aus jeweils
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5 ul Kapa SYBER® Fast, 3,2 ul RNase-freiem Wasser, 0,4 ul eines 10 uM Forward-
Primers und 0,4 ul eines 10 yM Reverse-Primers. Da Kapa SYBER® Fast sehr licht-
und temperaturempfindlich ist, wurde es erst bei Verwendung aus der Lagerumgebung
entnommen.

Tabelle 19: Bestandteile des gPCR-Mastermixes und pro Ansatz verwendete
Menge in pl.

qPCR-Mastermix Menge [ul]
Kapa SYBER® Fast 5

RNase freies Wasser 3,2
Forward-Primer (10 uM) 0,4
Reverse-Primer (10 uM) 0,4
Gesamtvolumen 9

Anschlieend wurden pro Ansatz 9 pl des gPCR-Mastermixes auf eine 96-Well
Sapphire Microplatte Gbertragen. Daflr wurden zuerst eine ,reine” Leerkontrolle, dann
die Ansatze fur die Verdunnungsreihe bzw. bei bereits etablierter Verdunnungsreihe
ein entsprechender Anker, danach die Ansatze fir die zu untersuchenden cDNA-
Proben, inklusive RT- Probe, und zuletzt eine ,unreine“ Leerkontrolle vorgelegt. Durch
den Vergleich der ,reinen“ und ,unreinen® Leerkontrolle konnten mogliche wahrend
des Pipettierens aufgetretene Kontaminationen ausgeschlossen werden. Dabei
wurden, um spater Mittelwerte bestimmen zu kdénnen, flr jeden Bestanteil der

Verdunnungsreihe und jede cDNA-Probe Duplikate angelegt.

Nun wurde jedem Ansatz 1 pl der entsprechenden cDNA, entweder aus der
Verdinnungsreihe oder aus einer der cDNA-Proben, hinzugefligt. Die beiden
Leerkontrollen blieben stets ohne cDNA. Die 96-Well Sapphire Microplatte wurde
daraufhin mit einer transparenten Abdeckfolie luftdicht verschlossen, kurz

abzentrifugiert und in den LightCycler®480 Il eingelegt.

Im LightCycler®480 Il erfolgte dann zuerst bei 95°C eine zweiminitige
Enzymaktivierung. Anschlief3end folgten insgesamt 45 PCR-Zyklen, jeweils bestehend
aus einer funfsekiindigen Denaturierungsphase bei 95 °C, einer Primerannealing-
phase fur 15 Sekunden bei primerabhangiger Temperatur (Tabelle 13) sowie einer
Elongationsphase fur weitere 15 Sekunden bei 70 °C. Nach jedem PCR-Zyklus

erfolgte eine Detektion des Fluoreszenzsignals.
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Der PCR-Zyklus, bei dem zum ersten Mal ein Fluoreszenzsignal gemessen wird,
welches sich signifikant vom Hintergrund-Fluoreszenzniveau abhebt, wird Crossing
Point  (Cp) genannt. Dieser markiert den Beginn der exponentiellen
Amplifikationsphase, in der eine Bestimmung der eingesetzten cDNA-Mengen moglich

ist.

Aus den Cp-Werten der gemessenen Proben-Duplikate wurde das arithmetische Mittel
bestimmt und dieses in Bezug auf eine Standardreihe, welche aus den arithmetischen
Mittelwerten der Cp-Werte der Duplikate der Verdinnungsreihe erstellt wurde, gesetzt.
Dadurch gelang eine relative Quantifizierung der amplifizierten cDNA-Konzentration.
Uberstieg die Standardabweichung der Cp-Werte 0,25, wurde die Probe erneut

analysiert.

Nach der Amplifikation erfolgte, um unerwinschte Nebenprodukte auszuschliel3en,
eine Analyse der Schmelzpunkte und Schmelzkurven der entstandenen Produkte
durch kontinuierliche Messung des Fluoreszenzsignals wahrend eines langsamen

Temperaturanstiegs von 65 °C bis 97 °C.

Bei der Auswertung wurde die relative Genexpression auf die Expression der zuvor in
Vorversuchen ausgewahlten Referenzgene Beta-Actin (ACTB), Hydroxymethylbilane-
Synthase (HMBS) und Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) normiert.
Der Einsatz von Referenzgenen als interne Kontrolle flhrt zu einer Verminderung der
Varianz zwischen den einzelnen Proben, und Veranderungen in der Expression
einzelner Gene konnen im Hinblick auf die allgemeine transkriptionelle Aktivitat der
Zellen besser beurteilt werden. Dafur wurde ein Quotient aus dem Mittelwert der
relativen Genexpression der Zielproben und dem geometrischen Mittelwert der

Mittelwerte der relativen Expression der Referenzgene gebildet.

Fir die Fehleranalyse mittels Berechnung der Fehlerfortpflanzung wurde der Quotient
aus der Standardabweichung der Konzentration der relativen Genexpression von mit
CBX5- oder KDM5B-siRNA transfizierten Proben und dem geometrischen Mittel der
Konzentration der ausgewahlten Referenzgene dieser Proben durch den Quotienten
aus der Konzentration der relativen Genexpression und dem geometrischen Mittel der
Konzentration der ausgewahlten Referenzgene von mit Kontroll-siRNA transfizierten
Proben dividiert.
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3.5.8 Agarose Gelelektophorese

Zur Uberpriifung der gPCR-Produkte wurde neben der Analyse der Schmelzkurven
auch eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Dabei wurden die in der gPCR
entstandenen DNA-Molekile in einem 2 % Agarosegel nach ihrer GroRe aufgetrennt
und die einzelnen Banden mit Hilfe von Ethidiumbromid unter Anregung von UV-Licht
sichtbar gemacht. Der fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid interkaliert in die
DNA. Dabei verandert sich sein Absorptionsspektrum, und es kommt zu einer starken
Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz-Emission bei der Anregung mit ultraviolettem
Licht. Die Herstellung des 2 % Agarosegels erfolgte durch das Lésen von 1 g Agarose
in 50ml 1 x TBE-Puffer. Ein vollstandiges Ldsen der Agarose wurde durch
mehrmaliges Erhitzen herbeigeflihrt. Nach kurzer Abkihlung der Gellésung wurden
5 ul Ethidiumbromid zugegeben und die Gellésung in eine Gelschiene gegossen sowie
ein Kamm zur Bildung der Taschen eingesteckt. Nach ca. 20 Minuten wurde der Kamm
aus dem nun verfestigten Gel entfernt und das Gel in die mit 1 x TBE-Puffer gefullte
Laufkammer des Elektrophoresegerates gelegt. In die vorbereiteten Geltaschen
wurden nun jeweils ein Ansatz, bestehend aus 5yl der zuvor in der qPCR
amplifizierten cDNA-Proben und 4 ul des Ladepuffers, pipettiert. In die erste und letzte
Tasche der Kammerreihe wurden dabei jeweils 6 yl eines mit Bromphenolblau
versetzten 100 bp-Markers aufgetragen, welcher als Referenz diente. Die Auftrennung
der DNA erfolgt bei ca. 125V in ca. 45 Minuten in Richtung der Anode. Spatestens
jedoch, wenn der Marker die Lauffront erreichte, wurde der Stromfluss beendet.
Abschlielend wurden die DNA-Banden in einer UV-Fotokammer dargestellt und fur

eine weitere Auswertung dokumentiert.

3.6 Zellfunktions-Assays

3.6.1 Migrationsversuch in der Boydenkammer

Fur die Untersuchung des Migrationsverhaltens der Zellen kam eine Boydenkammer
(Abbildung 10) zum Einsatz. Dieses Konzept beruht auf dem Nachweis einer aktiven
Migration von Zellen aus einer oberen Kammer durch Membranporen mit einer Grolde
von acht Mikrometern. In eine untere Kammer wurden je nach Versuchsaufbau als
Lockstoffe 20 ug/ml Kollagen |, Kollagen IV oder Fibronectin gefillt. Nach 16 Stunden
erfolgten die Fixierung, Farbung und Zahlung der migrierten Zellen auf der Unterseite

der por6ésen Membran.
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Am Tag vor Versuchsbeginn wurde die Zellkultur auf serumfreies Medium umgestellit.
Dabei wurde serumfreies, bzw. fir Migration nach vorangegangener Transfektion,

serum- und phenolrotfreies RPMI 1640 ohne weitere Zusatze verwendet.

Am Versuchstag wurde zuerst der untere Teil der Migrationskammer pro Well mit
jeweils 29 ul in serumfreiem Medium gel6stem Lockstoff mit einer Konzentration von
20 pg/ml befullt. Als Negativkontrolle wurde eine Reihe nur mit serumfreiem Medium
geflllt. Dann wurde eine mit acht Mikrometern groRRen Poren durchsetzte Membran,
welche zuvor fir zwei bis drei Minuten in DPBS eingelegt worden war, mit der
glanzenden Seite nach unten auf den unteren Teil der Migrationskammer gelegt.
Darauf wiederum wurden ein Dichtungsring und der obere Teil der Migrationskammer
aufgelegt und mit Schrauben fixiert. Nun wurde der obere Teil der Migrationskammer
pro Well mit 15 000, in 50 pl serumfreiem Medium suspendierten, Zellen befillt, was
einer Zellkonzentration von 3x10° /ml entspricht. Dabei galt besondere Sorgfalt, um
eine luftblasenfreie Fullung des oberen Kammerteils zu gewahrleisten. Anschlielend
wurden die Zellen in der vollstandig bestickten und zusammengesetzten
Migrationskammer flr 16 Stunden bei 37 °C, 5 % CO:2 und einer Luftfeuchtigkeit von
uber 90 % inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der obere Teil der Migrationskammer geleert,
die Schrauben wurden gelost sowie der obere Kammerteil und der Dichtungsring
entfernt. Die freigelegte Membran wurde an beiden Enden mit Klammern fixiert und
immer nur auf der rauen Seite abgelegt, sodass die migrierten Zellen auf der
glanzenden Seite stets nach oben zeigten. Nun wurde die raue Seite der Membran
vorsichtig durch den Puffer nach Weise gezogen, und nicht migrierte Zellen wurden
zweimal an einem Kuchenschaber abgeschabt. Nachdem die Membran getrocknet
war, wurde die glanzende Membranseite flr eine Minute in kaltem Ethanol fixiert und
die Membran erneut getrocknet. AnschlieRend erfolgte eine Farbung der migrierten
Zellen mittels der Rapid Staining Farbekits Hemacolor® 2 und 3. Daflr wurde die
glanzende Membranseite zuerst dreimal durch die rot-orangene und danach sechs Mal
durch die blaue Farbelésung gezogen. Uberschiissige Farbe wurde durch das Ziehen
der Membran durch den Puffer nach Weise abgewaschen und die Membran
getrocknet. Dann wurde die getrocknete Membran mit der glanzenden Seite nach
unten auf einen entsprechend beschrifteten Objekttrager gelegt, Immersionsdl darauf

verteilt, ein Deckglas aufgesetzt, und eventuell entstandene Luftblasen wurden
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ausgestrichen. AbschlieRend wurden die Rander des Deckglases mit Nagellack fixiert,

und der Objekttrager wurde zum Trocknen an der Raumluft belassen.

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch. Bei 400-facher Vergréferung wurden die
angefarbten, migrierten Zellen mit Hilfe eines Rasterokulars (10 x 10 mm) ausgezahit.
Dabei wurden pro Well 10 Raster ausgezahlt, welche summiert eine Flache von
insgesamt 2,5 mm? abdeckten. Gezahlt wurden nur angefarbte, migrierte Zellen, die
vollstandig im Raster lagen oder den unteren bzw. rechten Rand des Rasters
berihrten. Aus den pro Quadratmillimeter gezahlten Zellen der vierfach-Ansatze

wurde abschlieRend der arithmetische Mittelwert bestimmt.

Nach Abschluss des Versuches wurden die verwendeten Kammerbestandteile mit VE-

Wasser gespult und Uber Nacht in einer Reinigungslosung mit Terg-a-zyme belassen.

Oberer Kammerteil
(Zellsuspension)

Dichtungsring

Migrationsmembran
(mit 8 ym groflde Poren)

Unterer Kammerteil
(Lockmittel)

Abbildung 10: Schematische Darstellung einer Boydenkammer. Diese besteht
aus einem oberen Kammerteil, einem Dichtungsring, einer Migrationsmembran mit
einem Porendurchmesser von 8 pym, sowie einem unteren Kammerteil.

3.6.2 Zelladhasion an Komponenten der Extrazellularmatrix
Eine quantitative Einschatzung Uber die Starke der Bindung von Zellen an

Komponenten der Extrazellularmatrix (EZM) erfolgt Uber die Bestimmung der
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Absorption eines aus adharierten Zellen herausgelosten Farbstoffes in einem ELISA-

Reader.

Am Tag vor Start des Versuchs wurde eine 96-Well-Zellkulturplatte pro Well mit 100 pl
der gewilnschten EZM-Komponente in einer Konzentration von 20 ug/ml in DPBS
beschichtet. Als Negativkontrolle wurde BSA, ebenfalls in einer Konzentration von
20 pg/ml, mitgefuhrt. Die so beschichtete 96-Well-Platte wurde Gber Nacht auf einem

Inkubationsschuttler bei Raumtemperatur unter Alufolie bei ca. 300 rpm inkubiert.

Am Versuchstag wurde die vorbereitete 96-Well-Platte zuerst zweimal mit 100 pl
Waschpuffer pro Well gewaschen, und unspezifische Bindungsstellen wurden mit
200 pl Blockpuffer pro Well fir eine Stunde bei 37 °C, 5% COz und einer
Luftfeuchtigkeit von Uber 90 % blockiert. Wahrenddessen wurden die Zellen mit DPBS
gewaschen, mit Trypsin abgeldst und in serumfreien Medium resuspendiert. Als
Hungermedium wurde je nach Versuch RPMI 1640 oder Opti-MEM ohne weitere
Zusatze verwendet. Pro Well wurden 20 000 Zellen in 50 ul serumfreien Medium,
welches einer Zellkonzentration von 4x10°/ml entspricht, auf eine 96-Well-Platte
ausgesat und fur eine Stunde bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von Gber
90 % inkubiert. In dieser Stunde hatten die ausgesaten Zellen die Moglichkeit, in den
mit EZM-Komponenten oder BSA beschichteten Wells zu adharieren. Danach wurden
die nicht-adharenten Zellen zweimal mit jeweils 100 yl Waschpuffer pro Well
abgewaschen und die verbliebenen, adharierten Zellen mit je 100 pl 4,5 % Roti®-
Histofix pro Well fir 15 Minuten fixiert (Tabelle 20). AnschlieRend wurden die Wells mit
100 pl/Well Waschpuffer ausgewaschen und die nun fixierten Zellen mit 100 pl
Kristallviolettlosung pro Well fir 10 Minuten gefarbt. Um Farbklumpen zu vermeiden,
wurde die Kristallviolettidsung unmittelbar vor Gebrauch gefiltert. Nach
abgeschlossener Farbung wurde die Kiristallviolettidbsung dreimal mit 100 pl
Waschpuffer pro Well ausgewaschen. Nachdem die 96-Well-Platte daraufhin
getrocknet war, wurden die gefarbten Zellen fir 30 Minuten mit 100 yl 2 % SDS-
Lésung pro Well bei Raumtemperatur inkubiert, um den Farbstoff herauszul6sen.
Zuletzt wurde die Absorption des herausgelosten Farbstoffes, als quantitatives Mal}
fur die Adhasion der Zellen, im ELISA-Reader bei einer Wellenldange von 560 nm
bestimmt. Die Messung des Hintergrundes erfolgte bei einer Referenzwellenlange von
750 nm. Zur Minimierung von Fehlern wurde die Absorption des Hintergrundes von der
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gemessenen Absorption subtrahiert und aus vierfachen Ansatzen der arithmetische

Mittelwert bestimmt.

Tabelle 20: Zusammensetzung der im Adhasions-Assay verwendeten Puffer.

Puffer Inhalt

Waschpuffer DPBS

+ 0,05 % Tween20
Blockpuffer DPBS

+0,5 % BSA

3.6.3 Zellproliferationsassay (ELISA BrdU-Kit)

Die Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte mit Hilfe eines BrdU-
Proliferationsassays (Tabelle 21). Dieser nutzt die DNA-Replikation in der S-Phase
des Zellzyklus proliferierender Zellen und bietet diesen 5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU)
an, welches an Stelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird. Durch anschlieRende
Fixierung und Denaturierung liegt die DNA einzelstrangig vor, wodurch das eingebaute
BrdU flur einen Anti-BrdU-Antikdrper zuganglich wird. Dieser Antikorper ist mit einer
Peroxidase konjugiert, welche im Anschluss die enzymatische Umwandlung von
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) zu ox-TMB katalysiert. Das entstandene Produkt
kann nun durch Messung der Absorption quantifiziert werden. Bei Bedarf kann die

Reaktion durch Zugabe von Schwefelsaure abgestoppt werden (Abbildung 11).

Abhangig vom Versuchsaufbau wurden 24 oder 48 Stunden vor Versuchsbeginn pro
Well 2 000 — 5 000 Zellen in 100 pl Vollmedium auf eine 96-Well-Platte ausgesat und
dort fur mindestens 24 Stunden anwachsen gelassen. Erfolgte nach 24 Stunden kein
Versuch, wurde das Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Alle Komponenten
des Kits wurden Uber einen kurzen Zeitraum bei 2 bis 8 °C bzw. BrdU-Labeling

Solution und Substrate Solution zusatzlich lichtgeschutzt gelagert.

Am Versuchstag wurden zuerst pro Well 10 pl der zuvor 1:100 in DPBS verdunnten
BrdU-Labeling Solution in die 100 ul Medium gegeben, dort mit dem Medium vermischt
und fur zwei Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von tber 90 %
inkubiert. In diesen zwei Stunden erfolgte die Inkorporation von BrdU anstelle von
Thymidin in die DNA der proliferierenden Zellen. Anschlieliend wurde die Lésung

entfernt und die Zellen in 200 yl Fix-Denat pro Well fur 30 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Dies fuhrte zu einer Fixierung der Zellen und Denaturierung
der DNA. Danach wurde die Fixierlosung abgegossen, pro Well 100 ul der Anti-BrdU-
peroxidase antibody Working Solution hinzugegeben und der Ansatz Gber eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Anti-BrdU-peroxidase antibody Working Solution
wurde jeweils erst kurz vor Gebrauch hergestellt, indem die Anti-BrdU-peroxidase
antibody Stammldésung 1:100 mit der Antibody Dilution Solution verdunnt wurde. Die
Anti-BrdU-peroxidase antibody Stammlésung wiederum entstand durch Lésen des
Anti-BrdU-peroxidase antibody in 1,1 ml destilliertem H20. In dieser Stunde wurden
die Anti-BrdU-Peroxidase-Antikdrper an das freiliegende, in die DNA eingebaute BrdU
gebunden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Wells dreimal mit jeweils 200 pl
Washing Solution, einer 1:10 Verdunnung des Washing Buffers in sterilem H20,
gewaschen. Daraufhin wurden pro Well 100 pl Substrate Solution zugegeben und der
Ansatz fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Zeitraum wurde das
in der Substrate Solution enthaltene TMB mit Hilfe der Peroxidase der Anti-BrdU-
Antikérper oxidiert. Die oxidierte Form des TMB flhrt zu einer blauen Farbung der
Lésung. Im Anschluss wurde die Reaktion mit 25 ul ein Molarer Schwefelsaure pro
Well abgestoppt und die Platte zur vollstandigen Homogenisierung fur 1 Minute bei
300 rpm geschittelt, wodurch sich die Lésung gelb farbt. Dann erfolgte die Messung
der Absorption in einem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm. Die
Messung des Hintergrundes erfolgte bei einer Referenzwellenlange von 650 nm. Der
Hintergrund wurde daraufhin von der gemessenen Absorption abgezogen und aus

Mehrfachansatzen der arithmetische Mittelwert bestimmt.

Tabelle 21: Inhalt des Zellproliferation-ELISA-BrdU-Kits.

Inhalt des Zellproliferation-ELISA-BrdU-Kits

Antibody Dilution Solution
Anti-BrdU-peroxidase antibody

BrdU Labeling Reagent

FixDenat

Substrate Solution TMB

Washing Buffer PBS 10x concentrated
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Abbildung 11: Skizzierte Darstellung der Funktionsweise des ELISA-BrdU-
Assays zur Analyse der Zellproliferation. A und B) Einbau von BrdU an Stelle von
Thymidin in die DNA in der S-Phase des Zellzyklus. C) Denaturierung der DNA, welche
im einzelstrangigen Zustand zuganglich wird fur Anti-BrdU-Antikorper mit konjugierten
Peroxidasen. D) Anti-BrdU-Antikdrper binden an BrdU und die konjugierten
Peroxidasen katalysieren die Umwandlung von TMB zu Ox-TMB. Bei Bedarf kann
diese Reaktion durch Zugabe von Schwefelsaure gestoppt werden, was zu einem
Farbumschlag von blau nach gelb flhrt.
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3.6.4 Alamar Blue Viabilitats-Assay

Die Zellviabilitat wurde in einem Alamar Blue-Assay bestimmt. Bei Alamar Blue handelt
es sich um den blauen, wasserldslichen Redox-Farbstoff Resazurin. Dieser wird von
metabolisch aktiven Zellen zum pink-violetten, fluoreszierenden Resorufin reduziert
(Abbildung 12). Durch Detektion des Fluoreszenzsignales nach einem festgelegten
Intervall, welches sich proportional zu der Anzahl metabolisch aktiver Zellen verhalt,

lasst sich schlussendlich eine quantitative Aussage Uber die Zellviabilitat treffen.

Die Aussaat der Zellen erfolgte, abhangig vom Versuchsaufbau, 24 oder 48 Stunden
vor Versuchsbeginn. Dabei wurden 2 500 — 3 500 Zellen pro Well in 100 ul Vollmedium
auf eine 96-Well-Platte ausgesat. Dort lie man sie fir mindestens 24 Stunden
anwachsen, bevor der Versuch durchgefuhrt wurde. Erfolgte nach 24 Stunden kein
Versuch, wurde das Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Die Lagerung der

Alamar Blue Stammldsung erfolgte lichtgeschitzt bei 2 bis 8 °C.

Am Versuchstag wurde das Zellkulturmedium durch jeweils 100 pl einer 10 %igen
Alamar-Blue-Vollmedium-Losung ersetzt, welche stets frisch angesetzt wurde.
Daraufhin wurde die 96-Well-Platte mit Alufolie umwickelt, und die Zellen wurden flr
7 Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von tUber 90 % inkubiert.
Anschlief3end erfolgten die Detektion des Fluoreszenzsignales bei 590 nm und die

Bestimmung des arithmetischen Mittelwertes aus Mehrfachansatzen.

O_
|,
N
~
Resazurin /@: j@\
NN
HO @] 0]
NADH + H*

NAD* + H,0

N
~
Resorufin /E;\I/ m
NS
HO O O

Abbildung 12: Reduktion von Resazurin zu Resorufin.
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3.7 Integration von siRNA-Knockdown und Zellfunktionsversuchen

Die Analyse der Funktionalitat von CBX5 und KDMSB in Zellen des triple-negativen
Mammakarzinoms erfolgte in einem mehrstufigen Versuch (Abbildung 13). Dafur
wurden zu Beginn Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 in 60 mm Zellkulturschalen
ausgesat. Um die Funktion von CBX5 und KDM5B in den Zellen nachvollziehen zu
konnen, wurde geplant am zweiten Versuchstag durch siRNA-Transfektion mit CBX5-
bzw. KDM5B-siRNA, die Expression von CBX5 bzw. KDM5B in den Zellen temporar
zu reduzieren. Zum Vergleich flr die darauffolgenden Versuche dienten zeitgleich mit
Kontroll-siRNA transfizierte Zellen, welche eine unveranderte Expression von CBX5
und KDM5B aufweisen sollten. Am vierten Versuchstag, also 48 Stunden nach
Transfektion, variierte dann je nach durchzufuhrendem Zellfunktionsversuch der

Versuchsaufbau.

Fur die Versuche zur Untersuchung der Zellviabilitat und Zellproliferation erfolgte an
diesem Tag die Aussaat der transfizierten Zellen auf 96-Well-Platten. 72 und
96 Stunden nach Transfektion schloss sich die Durchfihrung von BrdU- und Alamar-

Blue-Assays an.

Um den Einfluss der Proteine auf die Zelladhasion zu prufen, wurden mit den
transfizierten Zellen 48 und 72 Stunden nach Transfektion Adhasions-Assays
durchgeflhrt.

Fur die Analyse der Zellmigration wurde 48 Stunden nach Transfektion das
Zellkulturmedium der transfizierten Zellen auf serumfreies Medium gewechselt.
72 Stunden nach Transfektion begann dann ein Migrations-Assay, der nach

16 Stunden beendet wurde.

Es wurden darlber hinaus bei allen durchgefluhrten Versuchen zeitgleich transfizierte
Zellen weiter in Kultur gehalten und zu allen Versuchszeitpunkten daraus RNA-Proben
entnommen, welche im Anschluss stichprobenartig mittels QPCR auf die Effizienz des
siRNA-Knockdowns untersucht wurden. So konnte auch fur Versuche, die 96 Stunden
nach Transfektion stattfanden, festgestellt werden, ob eine ausreichende
Knockdowneffektivitat vorhanden war.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der
Zellfunktionsversuche. Es erfolgten eine gemeinsame Zellaussaat und siRNA-
Transfektion sowie Variationen des Versuchsaufbaus je nach Zellfunktionsversuchen
an Tag vier. Teile der Abbildung wurden verandert nach (296) dargestellt.

3.8 Daten-Management und Statistik
Die Auswertung von Daten und statistische Berechnungen erfolgten mit Microsoft
Excel. Bei mehreren Versuchsdurchlaufen oder Mehrfachansatzen innerhalb eines

Versuchsdurchlaufs wurden, falls nicht anders angegeben, der arithmetische
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Mittelwert und zugehorige Standardabweichungen bestimmt. Signifikanzniveaus
wurden mit Hilfe eines studentischen t-Tests ermittelt. Signifikante Ergebnisse wurden

bei p < 0,05 angenommen.

4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Expression von CBX5 und KDM5B mit
Immuncytochemie

41.1 Etablierung immuncytochemischer Farbungen von CBX5 und KDM5B

Zur Etablierung von immuncytochemischen Farbungen mit einem Anti-CBX5- sowie
einem Anti-KDMS5B-Antikorper wurden zuerst einige Vorversuche unternommen. Dafur
wurden Zellen der Zelllinien MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor mittels Cytospin auf
Objekttrager aufgetragen oder auf 8-Kammer-Objekttragern kultiviert worden waren,
unter Verwendung der entsprechenden Primarantikorper angefarbt (Abbildung 14).
Die Farbungen mit dem Anti-CBX5-Primarantikorper zeigten bei beiden Zelllinien eine
zuverlassige und deutliche Anfarbung der Zellkerne im Vergleich zu der technischen
Negativkontrolle. Bei den Farbungen mit dem Anti-KDM5B-Primarantikorper hingegen
zeigten sich keine spezifisch angefarbten Zellareale, sondern vielmehr eine zarte,
zellubergreifende Farbung. AuRerdem gelang bei mit Cytospin aufgebrachten Zellen

die Farbung nicht immer zuverlassig.
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Abbildung 14: Auswahl immuncytochemischer Farbungen mit einem Anti-CBX5-
oder Anti-KDM5B-Primarantikorper sowie der zugehodrigen technischen
Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MCF-7 und MCF-10A, welche
zuvor auf einem 8-Kammer-Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen
Objekttrager aufgebracht worden waren. Die Malstabsbalken entsprechen einer
Lange von 500 um.

Um die Farbung der Zellen zu optimieren, wurden die im Farbeprotokoll verwendeten
Puffer Dako Target Retrieval Solutions mit einem pH-Wert von 6 und 9 miteinander
verglichen. Dazu wurden Zellen der Zelllinie MCF-10A unter Verwendung der Puffer
Dako Target Retrieval Solution mit einem pH-Wert von 6 beziehungsweise 9 mit einem
Anti-CBX5- sowie einem Anti-KDM5B-Primarantikdrper angefarbt und verglichen

(Abbildung 15). Dabei kamen in Bezug auf die Zellfarbung keine relevanten
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Unterschiede zur Darstellung, weshalb die etablierten Protokolle beibehalten wurden
(303). Bei Farbungen mit Anti-CBX5-Antikérper wurde ein pH-Wert von 6 verwendet
und bei Farbungen mit Anti-KDM5B-Antikorper ein pH-Wert von 9.

Puffer Dako Target Retrieval Solution  Puffer Dako Target Retrieval Solution
pH-Wert 6 pH-Wert 9

Anti-CBX5-
Antikorper

Anti-KDM5B-
Antikorper

Technische
Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 15: Vergleich immuncytochemischer Farbungen mit einem Anti-
CBX5- oder Anti-KDM5B-Primarantikorper und unterschiedlicher Puffer-
I6sungen. Verglichen wurde eine Puffer Dako Target Retrieval Solution mit einem pH-
Wert von 6 mit einer solchen mit einem pH-Wert von 9. Dargestellt sind au3erdem die
zugehorigen technischen Negativkontrollen. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MCF-
10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-Objekttrdger Kkultiviert wurden. Die
MaRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.



4 Ergebnisse

Zum Erreichen einer zuverlassigen Farbung mit dem Anti-KDM5B-Primarantikorper
wurde die Inkubationszeit des Primarantikdrpers verandert. Statt einer Inkubation Gber
Nacht bei 4 °C erfolgte die Inkubation nun Uber 90 Minuten bei Raumtemperatur
(Abbildung 16). Damit gelang eine zuverlassige Anfarbung der Zelllinien MCF-7 und
MCF-10A. Es farbten sich nun sowohl einige Areale des Zellkerns als auch das
Zytoplasma an. Im Folgenden erfolgte die Inkubation des Anti-KDM5B-

Primarantikdrpers immer fir 90 Minuten bei Raumtemperatur.
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MCF-7 MCF-10A
(Cytospin) (8-Kammer Objekttrager)

Inkubation
Uber Nacht
bei 4 °C

Inkubation
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bei RT

Abbildung 16: Vergleich immuncytochemischer Farbungen nach
unterschiedlicher Inkubation mit einem Anti-KDM5B-Primarantikorper. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C oder fur 90 Minuten bei Raumtemperatur.
Gefarbt wurden Zellen der Zelllinie MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert worden waren, sowie Zellen der Zelllinie MCF-7, welche mittels
Cytospin auf Objekttrager aufgebracht worden waren. Die Malstabsbalken
entsprechen einer Lange von 500 pm.

4.1.2 Expression von CBX5

Um die Expression sowie die Lokalisation von CBX5 in verschiedenen Zelllinien des
triple-negativen Mammakarzinoms zu untersuchen, wurden an den triple-negativen
Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231, HS-578T sowie BT-549 immuncytochemische
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Farbungen mit einem Anti-CBX5-Antikorper durchgefuhrt. Diese wurden mit der im
selben Versuchsdurchlauf mitgeflhrten immuncytochemisch gefarbten
Ostrogensensitiven Zelllinie MCF-7 und der epithelialen Zelllinie MCF-10A verglichen,
welche beide in den Vorversuchen eine entsprechende Expression und nukleare
Lokalisation von CBX5 gezeigt hatten. Die Zellen wurden vor der
immuncytochemischen Farbung auf 8-Kammer-Objekttragern kultiviert oder mittels
Cytospin auf Objekttrager aufgebracht. In allen Versuchsdurchlaufen wurden immer
beide Aufbringungsmethoden verwendet und die Resultate miteinander verglichen.
Fur jeden immuncytochemisch gefarbten Objekttrager wurde eine technische

Negativkontrolle mitgefuihrt. Insgesamt wurden vier Versuchsdurchlaufe durchgefihrt.

In allen Versuchsdurchlaufen zeigten sich bei allen vier triple-negativen
Mammakarzinom-Zelllinien sowie bei den Zelllinien MCF-7 und MCF-10A im Vergleich
zur technischen Negativkontrolle sowohl bei den auf 8-Kammer-Objekttragern
kultivierten als auch bei den mittels Cytospin auf Objekttrager aufgebrachten Zellen
deutliche Farbungen (Abbildung 17). Dies spricht fur eine vorhandene Expression von

CBX5 in allen verwendeten Zelllinien.

Die Lokalisation der Farbungen beschrankte sich in allen Zelllinien spezifisch auf den
Zellkern. Bei genauerer Ansicht konnen innerhalb des gefarbten Zellkerns kleinere,
teilweise punktformig diffus verteilte, teilweise komprimiert zusammengelagerte,
intensiver gefarbte Areale beobachtet werden (Abbildung 18). Einige Zellen lieRen sich
beim Durchlaufen verschiedener Mitosestadien wie beispielsweise der Anaphase,
Metaphase oder Telophase darstellen. In diesen Zellen farbten sich im Zellkern
spezifisch die Areale, in denen sich kondensierte DNA vermuten lasst, sehr intensiv
an (Abbildung 19). Somit kann von einer Lokalisation von CBX5 im Zellkern aller
verwendeten Zelllinien beziehungsweise sogar einer spezifischen Lokalisation von

CBX5 im Bereich von Heterochromatinelementen ausgegangen werden.

In der Beurteilung der Expressionslokalisation waren die 8-Kammer-Objekttrager von
Vorteil, da dort die Zellmorphologie intakt blieb, wodurch die Farbungen differenzierter
betrachtet und sogar unterschiedliche Phasen des Zellzyklus abgebildet werden

konnten.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-CBX5- Technische
Antikorper Negativkontrolle

MDA-MB-468
MCF-10A

Cytospin
Anti-CBX5- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 17: Auswahl immuncytochemischer Farbungen mit einem Anti-CBX5-
Primarantikorper aus vier Versuchsdurchlaufen sowie der zugehorigen
technischen Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468,
MDA-MB-231, HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-
Kammer-Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager
aufgebracht wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 ym.
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Abbildung 18: VergroBerte Darstellung immuncytochemischer Farbungen
verschiedener Zelllinien mit einem Anti-CBX5-Primarantikorper auf 8-Kammer-
Objekttragern. Es sind Farbungen der Zelllinien MCF-7 (A), MCF-10A (B), MDA-MB-
468 (C), MDA-MB-231 (D), HS-578T (E) und BT-549 (F) abgebildet. Die
Malstabsbalken entsprechen einer Lange von 100 pm.
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Abbildung VergroBerte Darstellung verschiedener Mitosestadien.
VergroRerte Darstellung immunzytochemischer Farbungen von sich in
unterschiedlichen Phasen der Mitose befindlichen Zellen der Zelllinie MCF-10A mit
einem Anti-CBX5-Primarantikérper auf 8-Kammer-Objekttragern. A) Darstellung
zweier Zellen in der Anaphase. B und C) Jeweils Darstellung einer Zelle in der
Telophase. D) Darstellung einer Zelle in der Metaphase sowie zweier Zellen in der
Anaphase. Die Malstabsbalken entsprechen einer Lange von 100 um.

4.1.3 Expression von KDM5B

Analog erfolgte die Analyse der Expression von KDM5B in den Zelllinien MDA-MB-
468, MDA-MB-231, HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A mittels
immuncytochemischer Farbungen mit einem Anti-KDM5B-Antikorper. Erneut wurden
alle Zelllinien untereinander sowie auf 8-Kammer-Objekttragern kultivierte mit mittels
Cytospin auf Objekttrager aufgebrachte Zellen verglichen. Fir jeden
immuncytochemisch gefarbten Objekttrager wurde wie zuvor eine technische
Negativkontrolle mitgefuhrt und wieder wurden insgesamt vier Versuchsdurchlaufe
durchgefuhrt.
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Verglichen mit den technischen Negativkontrollen zeigten sich bei allen verwendeten
Zelllinien unabhangig von der Auftragungsmethode deutliche Farbungen, was auf eine

in allen Zelllinien vorhandene Expression von KDMS5B schliel3en Iasst (Abbildung 20).

Eine spezifische Lokalisation von KDM5B liel3 sich nicht zweifelsfrei feststellen.
Stattdessen zeigten sich sowohl eine Farbung des Zellkerns als auch des
Zytoplasmas. In einer vergrofRerten Ansicht stellten sich teilweise aul3erdem kleinere,
rundliche und intensiver gefarbte Areale im Bereich des Zellkerns dar (Abbildung 21).
Im Allgemeinen zeigte sich eine gewisse Heterogenitat der Farbungen mit stellenweise
deutlichen Zellkernfarbungen, stellenweise betonten Farbungen spezifischer
Kernareale mit im Ubrigen ungefarbtem Zellkern sowie stellenweiser unspezifischer
Farbung von Zellkern und Zytoplasma (Abbildung 22). Zusammenfassend legen die
Beobachtungen eine Lokalisation von KDM5B im Zytoplasma und im Zellkern, mit

Betonung einiger Kernareale nahe.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-KDM5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

MDA-MB-468
MCF-10A

Cytospin
Anti-KDMS5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 20: Auswahl immuncytochemischer Farbungen mit einem Anti-
KDMS5B-Primarantikorper aus vier Versuchsdurchlaufen sowie der zugehorigen
technischen Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468,
MDA-MB-231, HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor entweder auf
einem 8-Kammer-Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager
aufgebracht worden waren. Die Malstabsbalken entsprechen einer Lange von

500 pm.
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Abbildung 21: VergroBerte Darstellung immuncytochemischer Farbungen
verschiedener Zelllinien mit einem Anti-KDM5B-Primarantikorper auf 8-Kammer-
Objekttragern. Es sind Farbungen der Zelllinien MCF-7 (A), MCF-10A (B), MDA-MB-
468 (C), MDA-MB-231 (D), HS-578T (E), und BT-549 (F) abgebildet. Die
Malstabsbalken entsprechen einer Lange von 100 pm.
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Abbildung 22: VergroBerte Darstellung einer Auswahl immuncytochemischer
Farbungen verschiedener Zelllinien mit einem Anti-KDM5B-Primarantikorper. A)
Auf 8-Kammer-Objekttragern kultivierte Zellen der Zelllinie MCF-7. B) Mit Cytospin
aufgetragene Zellen der Zelllinie HS-578T. C) Auf 8-Kammer-Objekttragern kultivierte
Zellen der Zelllinie MCF-10A. D) Auf 8-Kammer-Obijekttragern kultivierte Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468. Die Malistabsbalken entsprechen einer Lange von 100 pm.

4.2 Etablierung eines siRNA-Knockdowns von CBX5 und KDM5B

4.2.1 Auswahl der Referenzgene und Bestimmung der Knockdowneffektivitat

Bevor eine Analyse der Funktionalitdt von CBX5 und KDM5B im Zellkulturmodell
erfolgen konnte, galt es zuerst, fur einen sinnvollen Vergleich, einen siRNA-
Knockdown mit CBX5- sowie KDM5B-siRNA mit ausreichender Knockdowneffektivitat

zu etablieren.

Dafur wurden in einem Vorversuch Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 in verschiedenen
Konzentrationen in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat und am darauffolgenden Tag
mit CBX5-, KDM5B- sowie Kontroll-siRNA transfiziert. 24, 48 und 72 Stunden nach
Transfektion erfolgten jeweils die Zell-Lyse und Extraktion der Nukleinsauren mit
anschlielender RNA-Isolation und cDNA-Synthese. Mit Hilfe von gPCR konnte damit

die Restaktivitat von CBX5 und KDM5B zu den drei untersuchten Zeitpunkten
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bestimmt werden. Um eine zu hohe Konfluenz der Zellen in den 60 mm
Zellkulturschalen zu vermeiden, wurden fur die unterschiedlichen Zeitrdume von
Transfektion bis Probeentnahme unterschiedliche Zellkonzentrationen ausgesat. Fur
24 Stunden wurden 5x10° Zellen, fir 48 Stunden 4x10° Zellen und fiir 72 Stunden

2x10° Zellen auf die Zellkulturschalen aufgebracht.

Die Bestimmung der Restaktivitat von CBX5 und KDMS5B erfolgte in Form einer
relativen Genexpressionsanalyse mittels qPCR. Zur besseren Einordnung der
verbliebenen Expression von CBX5 und KDM5B wurden diese auf die Expression

verschiedener sogenannter Referenzgene normiert.

Um herauszufinden, welche Referenzgene in diesem Fall am besten geeignet sind,
wurde zuerst in einem weiteren Vorversuch die relative Expression der sechs
etablierten Referenzgene Beta-Actin (ACTB), ATP-Synthase Untereinheit F6 (ATP5J),
Hydroxymethylbilane-Synthase (HMBS), Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
(HPRT), Peptidylprolyl-Isomerase A (PPIA) und TATA-binding protein (TBP) in Zellen
der Zelllinien MDA-MB-468 und MCF-7 analysiert. Danach wurde, im Zuge des bereits
beschriebenen Vorversuchs zur Untersuchung der Restaktivitat von CBX5 und
KDM5B zu drei verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, ebenfalls die relative
Expression der Referenzgene ACTB, ATP5J, HMBS, HPRT und PPIA in Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468 zu den Versuchszeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach
siRNA-Transfektion untersucht und miteinander verglichen, um herauszufinden, ob die
untersuchten Referenzgene in diesem Versuch vom siRNA-Knockdown beeinflusst

werden.

Dabei fiel auf, dass sich die relative Expression von ACTB, HMBS und HPRT bei
beiden untersuchten Zelllinien ahnelte und auch die Verhaltnisse der relativen
Expression dieser drei Haushaltsgenen zueinander weitestgehend Ubereinstimmten
(Abbildung 23). So zeigte sich beispielsweise in beiden Zelllinien die relative
Expression von ACTB niedriger als die von HMBS, aber wiederum hoéher als die von
HPRT. Die relative Expression von ATP5J, PPIA und TBP hingegen war in den Zellen
der Zelllinie MDA-MB-468 deutlich hoher ausgepragt als in den Zellen der Zelllinie
MCF-7 und auch die Verhaltnisse zu den anderen Haushaltsgenen unterschieden sich
zwischen den beiden Zelllinien. Bei den MDA-MB-468-Zellen zeigte sich
beispielsweise die relative Expression von ATP5J und PPIA deutlich héher als die von
HMBS sowie die relative Expression von TBP auf einem ahnlichen Niveau wie die von
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HMBS. In den MCF-7-Zellen wiederum lag die relative Expression von ATPS5J, PPIA
und TBP niedriger als die von HMBS.

Relative Expression der Referenzgene

6,0
c 5,0
S
g :‘34,0 BACTB
S 5 DATP5J
gg >0 m HMBS
X 5y _ OHPRT
o5 P 7/
2% z E Z B PPIA

y | | n B TBP

MDA-MB-468 MCF-7
Zelllinien

Abbildung 23: Relative Expression der Referenzgene ACTB, ATP5J, HMBS,
HPRT, PPIA und TBP in den Zelllinien MDA-MB-468 und MCF-7. Darstellung des
arithmetischen Mittelwertes inklusive Standardabweichung der analysierten Duplikate.

Beim Vergleich der relativen Expression der Referenzgene 24, 48 und 72 Stunden
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- und Kontroll-siRNA zeichnete sich ein
heterogeneres Bild (Abbildung 24). Alle Referenzgene hatten gemeinsam, dass ihre
relative Expression im Zeitraum von 24 bis 48 Stunden nach Transfektion leicht
anstieg und dann im Zeitraum von 48 bis 72 Stunden nach Transfektion wieder
absank. Nach Transfektion lag bei allen verwendeten siRNAs die relative Expression
von PPIA hoher als die der anderen Referenzgene, wohingegen HMBS und HPRT die
niedrigste relative Expression unter den Referenzgenen zeigten. Dabei lag die relative
Expression von HMBS und HPRT entweder ungefahr gleich oder HMBS war
geringflgig hoher exprimiert, wie beispielsweise nach Transfektion mit KDM5B-siRNA.
Nur 72 Stunden nach Transfektion mit CBX5-siRNA und 24 Stunden nach
Transfektion mit Kontroll-siRNA war HPRT geringflgig hdéher exprimiert. Die relative
Expression von ACTB und ATP5J lag in den meisten Fallen zwischen der relativen
Expression von HMBS, HPRT und PPIA . Lediglich 24 Stunden nach Transfektion mit
KDM5B-siRNA war ACTB geringer exprimiert als HMBS. Die relative Expression von

ACTB und ATPSJ hingegen stand in wechselndem Verhaltnis zueinander.
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Abbildung 24: Relative Expression der Referenzgene ACTB, ATP5J, HMBS,
HPRT und PPIA in der Zelllinie MDA-MB-468. Die Erhebung der Daten erfolgte 24,
48 und 72 Stunden nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- und Kontroll-siRNA.
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Auf Grundlage dieser Untersuchungen wurde entschieden, die verbliebene Expression
von CBX5 und KDM5B in allen Genexpressionsanalysen auf die relative Expression
der Referenzgene ACTB, HMBS und HPRT zu normieren. Dies geschah durch die
Bildung eines Quotienten mit dem Mittelwert der relativen Genexpression von CBX5
oder KDM5B und dem geometrischen Mittelwert der Mittelwerte der relativen
Genexpression der Referenzgene ACTB, HMBS und HPRT.

Bezogen auf die mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen zeigten sich in diesem
Vorversuch sowohl bei CBX5 als auch bei KDM5B eine deutlich signifikante Reduktion
der Genexpression zu allen drei Messzeitpunkten. Die Expression von CBX5 sank 24
und 48 Stunden nach siRNA-Transfektion auf ca. 10 % der Kontrolle und verringerte
sich 72 Stunden nach Transfektion auf ca. 7 % (Abbildung 25). Auch die
Genexpression von KDM5B reduzierte sich 24 Stunden nach Transfektion auf ca.
13 % der Kontrolle, stieg 48 Stunden nach Transfektion geringflgig auf ca. 18 % an,

lag allerdings 72 Stunden nach Transfektion wieder bei ca. 13 % (Abbildung 26).

Zusammenfassend gelang der Beweis eines siRNA-Knockdowns von CBX5 und
KDM5B mit jeweils einer ausreichenden Knockdowneffizienz und nur noch geringer

Restaktivitat von CBX5 bzw. KDM5B zu allen drei untersuchten Messzeitpunkten.
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Abbildung 25: Knockdowneffizienz und Restexpression von CBX5 in Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468. Diese wurden 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit
CBX5-siRNA erhoben und auf die Genexpression der mit Kontroll-siRNA transfizierten
Zellen normiert. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte inklusive
Standardabweichung der analysierten Duplikate.
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Abbildung 26: Knockdowneffizienz und Restexpression von KDM5B in Zellen
der Zelllinie MDA-MB-468. Diese wurden 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion
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mit KDM5B-siRNA erhoben und auf die Genexpression der mit Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen normiert. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte inklusive
Standardabweichung der analysierten Duplikate.

4.2.2 Qualitatsiiberpriifung der qPCR
4.2.2.1 Nachweis der Amplifikationsprodukte

Zur Etablierung der neuen Primer fur CBX5 und KDM5B wurde eine Gelelektrophorese
mit Amplifikationsprodukten der beiden Primer in einem 2 % Agarose-Gel
durchgefuihrt. Es kam zur eindeutigen Darstellung der gewtinschten Produkte im Fall
von CBX5 auf einer Hohe von 101 bp sowie im Fall von KDM5B in Hohe von 140 bp.
Eine Bildung von unerwlinschten Nebenprodukten konnte dabei nicht nachgewiesen
werden (Abbildung 27).

Abbildung 27: Nachweis der Amplifikationsprodukte der Primer fur CBX5 und
KDM5B. In der dargestellten Gelelektrophorese wurden flr jeden der beiden Primer
jeweils drei mit gqPCR ampilifizierte, urspringlich aus Zellen der Zelllinie MDA-MB-468
gewonnene cDNA-Proben aufgetragen. In den beiden aufleren Taschen befanden
sich jeweils ein Marker mit einer detaillierten Auflésung im Bereich von 100 bis
600 Basenpaaren, welcher in Abstanden von 100 bp markiert ist.
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4.2.2.2 Uberpriifung von Schmelzkurve und Schmelzpunkt

Um eine Verunreinigung der qPCR und die damit verbundene Bildung von
unerwunschten Nebenprodukten auszuschlieen, erfolgten im Anschluss an jede
durchgefiihrte PCR eine Uberprifung der Schmelzpunkte der entstandenen PCR-
Produkte sowie eine Analyse derer Schmelzkurven. Zu jedem PCR-Produkt gehort
dabei eine produktspezifische Schmelzkurve mit zugehdrigem Schmelzpunkt (Tabelle
22).

Tabelle 22: Zuordnung von qPCR-Produkten und ihren zugehdrigen
Schmelzpunkten. Aufgeflhrt ist das arithmetische Mittel der Schmelzpunkte der
Produkte aus Standardreihe und Proben, welche mit den jeweiligen Primern erzeugt
wurden. Die Daten flur die Schmelzpunkte entstammen dem Vorversuch zum Vergleich

der Referenzgene in den Zelllinien MDA-MB-468 und MCF-7. Ausreiler wurden nicht
berlcksichtigt.

qPCR-Produkt Schmelzpunkt [°C]
ACTB 86,6
HMBS 88,1
HPRT 81,5
PPIA 86,8
ATP5J 79,9
TBP 81,8
KDM5B 82,2
CBX5 82,5

Analysiert wurden jeweils die Duplikate der Standardreihe, die Duplikate der zu
untersuchenden Proben, der Leerkontrolle sowie der RT- Kontrolle. Die exemplarische
Darstellung der Schmelzpunkte und Schmelzkurven von KDM5B aus Proben zur
Kontrolle der Knockdowneffektivitat nach Zellfunktionsversuchen mit Zellen der
Zellinie MDA-MB-468 zeigte keine abweichenden Schmelzpunkte oder
Schmelzkurven. Die RT- und H20-Leerkontrollen zeigten keine Schmelzpunkte. Eine
Bildung von unerwinschten Nebenprodukten und/oder Verunreinigungen konnte

somit ausgeschlossen und das Ergebnis der gPCR validiert werden (Abbildung 28).
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A Samples Melting Peaks B Meiting Peaks
Include Color Pos Name Tm1 Sta...
v B ci cexs1 82,41 19344
o e = 17,844
v [ c2 cBxs 1 82,37 16344
v [l c3 xDpMsB_1 82,34 £ 1484
v I c¢ xoMsB 1 82,33 8 13344
v [l C5 Kontrolle 1 82,31 g 11844
v B c6 Kontrolle 1 82,31 g‘g';:
v Il c7 cBxs 3 82,31 5 73
v M cs cBx5 3 82,36 T 5844
v B co xoMsB 3 82,36 E 4344
v [l c1o xpMsB 3 82,41 T 2844,
v Cl1 Kontrolle 3 82,38 ;'13;: g —— =
v Cl2 Kontrolle_ 3 82,41 :
v I D cBXs 9 82,46 66 63 70 72 74 76 78 80 82 B84 8 8 90 92 94 9%
v/ | D2 csxs 9 82,44 [[empacahive (iC)
Z D3 KDMSB_9 82,44 c
v D¢ KDMSB 9 82,40 Malting Carves
v [ D5 Xontrolle 9 82,40 = 61503
v [ D6 Kontrolle 9 82,37 & 51,803 ®
v D7 RT- 2 51803
v De RT- ganaoa
v I Dps 1:10 82,45 ﬁzwoa
T G % 11803
v [l Dpio1:10 82,46 2 150 —
v IR 3 70 7 80 (3 90 %
v D12 H20 Temperature (*C)

Abbildung 28: Darstellung der Schmelzpunkte und Schmelzkurven von KDM5B-
qPCR-Produkten zur Qualitatskontrolle der gPCR. Auswahl an Proben zur
Kontrolle der Knockdowneffektivitdt nach Zellfunktionsversuchen mit Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468, welche zuvor mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA
transfiziert wurden. A) Auflistung der untersuchten Proben sowie des 1:10-Ankers aus
der Verdunnungsreihe und der RT- und H20-Leerkontrollen mit zugehdriger
Farbkodierung und gemessenem Schmelzpunkt. B) Graphische Darstellung der
Schmelzpunkte. C) Graphische Darstellung der Schmelzkurven.

4.3 Funktionalitat von CBX5 und KDM5B im TNBC-Zellmodell

4.3.1 Etablierung von Zellmigrations- und Zelladhasionsassays

Vor der Durchfihrung von Zellmigrations- oder Zelladhasionsassays, in denen die
Aktivitat von CBX5 beziehungsweise von KDM5B mittels siRNA-Knockdown
herunterreguliert wurde, wurde die Eignung von verschiedenen Lockstoffen flr beide
Zellfunktionsassays an unbehandelten Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 untersucht.
Getestet wurden jeweils die Lockstoffe Fibronectin, Kollagen | und Kollagen 1V. Dabei
zeigte sich im Zellmigrationsassay eine signifikant vermehrte Zellmigration in Richtung
von Kollagen | und Kollagen IV, wohingegen flr Fibronectin kein Nachweis eines
Zellmigration-fordernden Effektes gelang (Abbildung 29). Im Zelladhasionsassay
hingegen verbesserte sich die Zelladhasion mit dem Einsatz von Fibronectin deutlich.
Auch Kollagen | und Kollagen IV zeigten einen merklichen Effekt auf die Zelladhasion
(Abbildung 30). Zur Vereinheitlichung und Vergleichbarkeit des Versuchsaufbaus
wurden, auf Grundlage dieser Erkenntnisse, im Folgenden beide Zellfunktionsassays

mit Kollagen | durchgefihrt.
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Abbildung 29: Mittelwerte von migrierten Zellen pro mm? der Zelllinie MDA-MB-
468 unter Verwendung der Lockstoffe Fibronectin, Kollagen | und Kollagen IV in
einer Boydenkammer. Zur Kontrolle diente serumfreies Medium sowie FCS-haltiges
Medium. Abgebildet sind die gemittelten Werte aus drei Durchgangen sowie die
Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Tests ermittelt, * p < 0,05, ** p
< 0,01. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.
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Abbildung 30: Adhasion von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 an die EZM-
Komponenten Fibronectin, Kollagen | sowie Kollagen IV. Angabe der Zelladhasion
bezogen auf eine BSA-Kontrolle in Prozent.

4.3.2 Zellproliferation nach CBX5- und KDM5B-Knockdown

Der Einfluss von CBX5 und KDM5B auf die Zellproliferation wurde an Zellen der triple-
negativen Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-468 untersucht, in denen die
Expression von CBX5 oder KDM5B zuvor temporar durch einen siRNA-Knockdown
reduziert worden war. Daflir wurden die Zellen, einen Tag, nachdem sie in 60 mm
Zellkulturschalen ausgesat worden waren, mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA
transfiziert und 48 Stunden nach Transfektion auf 96-Well-Platten ausgesat. Die
Bestimmung der Zellproliferation erfolgte jeweils 72 und 96 Stunden nach Transfektion
mit Hilfe eines BrdU-Assays. Insgesamt wurden drei Versuchsdurchlaufe durchgeflihrt

und die Mittelwerte gebildet.

Bezogen auf die mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen wurde bei den mit CBX5-
siRNA transfizierten Zellen sowohl 72 als auch 96 Stunden nach Transfektion ein
signifikanter Ruckgang der Zellproliferation um ca. 19 % bzw. ca. 22 % beobachtet
(Abbildung 31 und Abbildung 32). Dies legt nahe, dass bei Verringerung der CBX5-
Expression ein negativer Effekt auf die Zellproliferation besteht. Bei mit KDM5B-
siRNA-transfizierten Zellen liel3 sich hingegen keine signifikante Veranderung der

Zellproliferation nachweisen.
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Abbildung 31: Zellproliferation von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 72 Stunden
nach siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw. KDM5B-siRNA, bezogen auf mit
Kontroll-siRNA transfizierte Zellen. Die Zellproliferation ist angegeben in Prozent
der Kontrolle. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus drei
Versuchsdurchlaufen  sowie die  entsprechenden  Standardabweichungen.
Signifikanzen wurden mittels t-Tests ermittelt, ** p < 0,01. Signifikante Unterschiede
wurden mit Sternchen markiert.
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Abbildung 32: Zellproliferation von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 96 Stunden
nach siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw. KDM5B-siRNA, bezogen auf mit
Kontroll-siRNA transfizierte Zellen. Die Zellproliferation ist angegeben in Prozent
der Kontrolle. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus drei
Versuchsdurchlaufen  sowie die  entsprechenden  Standardabweichungen.
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Signifikanzen wurden mittels t-Tests ermittelt, ** p < 0,01. Signifikante Unterschiede
wurden mit Sternchen markiert.

4.3.3 Zellviabilitat nach CBX5- und KDM5B-Knockdown

Analog zur Untersuchung der Zellproliferation wurde der Einfluss von CBXS5 und
KDMS5B auf die Zellviabilitat an Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 mit durch siRNA-
Knockdown reduzierter CBX5 bzw. KDMb5B-Expression analysiert. Der
Versuchsaufbau glich dem der Bestimmung der Zellproliferation. Allerdings wurden
nun jeweils 72 und 96 Stunden nach Transfektion die Zellviabilitat mit einem Alamar
Blue Assay gemessen. Auch hier wurden jeweils drei Versuchsdurchlaufe
durchgefuhrt und die Mittelwerte gebildet.

Bei der Zellviabilitat zeigte sich, bezogen auf die mit Kontroll-siRNA transfizierten
Zellen, bei den mit CBX5-siRNA transfizierten Zellen zu beiden Messzeitpunkten ein
statistisch jedoch nicht signifikanter Trend in Richtung Verminderung der Zellviabilitat,
Diese blieb hingegen bei den mit KDM5B-siRNA transfizierten Zellen weitestgehend
unverandert (Abbildung 33 und Abbildung 34).
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Abbildung 33: Viabilitdt von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 72 Stunden nach
siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw. KDM5B-siRNA, bezogen auf mit Kontroll-
siRNA transfizierte Zellen. Die Zellviabilitat ist angegeben in Prozent der Kontrolle.
Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus drei Versuchsdurchlaufen sowie die
entsprechenden Standardabweichungen.
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Zellviabilitat 96 h nach Transfektion
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Abbildung 34: Viabilitdt von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 96 Stunden nach
siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw. KDM5B-siRNA, bezogen auf mit Kontroll-
siRNA transfizierte Zellen. Die Zellviabilitat ist angegeben in Prozent der Kontrolle.
Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus drei Versuchsdurchlaufen sowie die
entsprechenden Standardabweichungen.

4.3.4 Zelladhdasion nach CBX5- und KDM5B-Knockdown

Auch die Analyse des Einflusses von CBX5 und KDM5B auf die Zelladhasion erfolgte
mit Zellen der Zelllinie MDA-MB-468, in denen die Expression von CBX5 oder KDM5B
durch siRNA-Knockdown reduziert war. Der Adhasions-Assay wurde jeweils 48 und
72 Stunden nach Transfektion der Zellen mit CBX5-, KDM5B- bzw. Kontroll-siRNA
durchgefiuihrt. Dabei wurde die Adhasion der transfizierten Zellen auf mit Kollagen |
beschichteten Wellplatten gemessen und mit einer BSA-Kontrolle mit unbehandelten
Zellen verglichen. Es erfolgten jeweils drei bzw. vier Versuchsdurchldufe und die

Bestimmung der Mittelwerte und Standartabweichungen.

Wahrend sich 48 Stunden nach Transfektion bei den mit KDM5B-siRNA transfizierten
Zellen, im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen, bereits ein leichter,
statistisch nicht signifikanter Trend zu einer vermehrten Zelladhasion erkennen liel3,
war die Zelladhasion 72 Stunden nach Transfektion signifikant um ca. 25 % erhoht
(Abbildung 35 und Abbildung 36). Hier Iasst sich bei verminderter KDM5B-Expression
ein positiver Effekt auf die Zelladhasion vermuten. Auch bei den mit CBX5-siRNA-
transfizierten Zellen liel3 sich ein statistisch nicht signifikanter Trend zu einer erhéhten
Zelladhasion erkennen. Im Vergleich zur BSA-Kontrolle war in allen Fallen eine

deutliche Zelladhasion erkennbar.
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Abbildung 35: Adhasion von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 an mit Kollagen |
beschichteten Wellplatten. 48 Stunden nach siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw.
KDM5B-siRNA sowie eine BSA-Kontrolle mit unbehandelten Zellen, bezogen auf
mit Kontroll-siRNA transfizierte Zellen. Die Zelladhasion ist angegeben in Prozent
der Kontrolle mit Kontroll-siRNA. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus
drei Versuchsdurchldufen sowie die entsprechenden Standardabweichungen.
Signifikanzen wurden mittels t-Tests ermittelt, ** p < 0,01. Signifikante Unterschiede
wurden mit Sternchen markiert.
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Abbildung 36: Adhéasion von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 an mit Kollagen |
beschichteten Wellplatten. 72 Stunden nach siRNA-Transfektion mit CBX5- bzw.
KDM5B-siRNA sowie eine BSA-Kontrolle mit unbehandelten Zellen, bezogen auf
mit Kontroll-siRNA transfizierte Zellen. Die Zelladhasion ist angegeben in Prozent
der Kontrolle mit Kontroll-siRNA. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus
vier Versuchsdurchlaufen sowie die entsprechenden Standardabweichungen.
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Signifikanzen wurden mittels t-Tests ermittelt, * p < 0,05, ** p < 0,01. Signifikante
Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.

4.3.5 Zellmigration nach CBX5- und KDM5B-Knockdown

Der Einfluss von CBX5 und KDM5B auf die Zellmigration wurde ebenfalls an Zellen
der Zelllinie MDA-MB-468 mit reduzierter Expression von CBX5 oder KDM5B durch
siRNA-Knockdown untersucht. Hierfur erfolgten 48 Stunden nach Transfektion der
Zellen mit CBX5-, KDM5B- bzw. Kontroll-siRNA ein Medienwechsel auf serumfreies
Medium. 72 Stunden nach Transfektion wurde dann ein 16-stundiger
Zellmigrationsassay begonnen. Dabei migrierten die transfizierten Zellen in Richtung
des Lockstoffes Kollagen |, wahrend unbehandelte Zellen in Richtung einer Kontrolle
mit serumfreiem Medium migrierten. Der Versuch wurde zweimal durchgefuhrt, und

die Mittelwerte wurden bestimmt.

Es zeigte sich, verglichen mit den mit Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen, sowohl bei
den mit CBX5- als auch bei den mit KDM5B-siRNA-transfizierten Zellen der deutliche
Trend einer gesteigerten Zellmigration (Abbildung 37). Im Vergleich zur Kontrolle in

Richtung serumfreien Medium war Uberall eine klare Zellmigration erkennbar.

Zellmigration 72 h nach Transfektion

120
100
& I
5 E 0 I
T o
D a 60
I
o 40
NN,
20
0 I

Kontroll-siRNA CBX5-Knockdown KDMS5B-Knockdown  Kontrolle gegen
serumfreies Medium

Abbildung 37: Migration von Zellen der Zelllinie MDA-MB-468 72 Stunden nach
siRNA-Transfektion mit CBX5-, KDM5B- bzw. Kontroll-siRNA bei Verwendung
des Lockstoffs Kollagen | in einer Boydenkammer. Als Kontrolle diente serumfreies
Medium. Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte aus zwei Versuchsdurchlaufen
sowie die entsprechenden Standardabweichungen.
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5 Diskussion
5.1 CBX5-Expression

In allen verwendeten Zelllinien konnte eine deutliche Expression von CBX5
nachgewiesen werden (Abbildung 17). Da CBX5 demnach nicht nur in den vier
untersuchten TNBC-Zelllinien MDA-MB231, MDA-MB-468, HS-578T und BT-549,
sondern ebenfalls in der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 sowie der
normalen Brustepithelzelllinie MCF-10A exprimiert wird, ist CBX5 kein Protein, das
TNBC-spezifisch oder tumorspezifisch exprimiert wird. Stattdessen sprechen die

Ergebnisse daflr, dass CBX5 in allen Zellen vorkommt.

Diese Ergebnisse decken sich mit anderen Untersuchungen, die von einer CBX5-
Expression in den Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231, HS-578T und BT-549 berichten.
Wahrend CBX5 in den MCF-7-Zellen stark exprimiert wird, ist die CBX5-Expression in
den invasiven TNBC-Zelllinien im Vergleich zu MCF-7 geringer exprimiert (210, 211).
Trotzdem wird CBX5 auch in diesen Zellen starker exprimiert als in nicht-tumorésen

Zellen und wird somit im Mamakarzinom insgesamt starker exprimiert (207).

Die Expression von CBX5 zeigt sich in allen Zelllinien primar auf den Zellkern
beschrankt und CBX5 lasst sich teilweise spezifisch in Heterochromatinarealen
lokalisieren. Dies wird besonders in Zellen deutlich, die beim Durchlaufen der
Zellteilung in unterschiedlichen Mitosestadien dargestellt wurden, in denen die DNA
kondensiert vorlag (Abbildung 19). Die hier nachgewiesene Lokalisation der CBX5-
Expression ist somit vereinbar mit der Funktion von CBX5 als Komponente der
Heterochromatinorganisation (166). Auch die Rolle von CBX5 beim Zellzyklus und in
der Mitose lasst sich mit der beschriebenen Lokalisation der CBX5-Expression in
Einklang bringen. Obwohl im Laufe der Mitose ein Grof3teil von CBX5 vom Chromatin
dissoziiert, kann auch wahrend der Mitose CBX5, vor allem in den perizentrischen
Regionen der kondensierten Chromosomen, detektiert werden (304). Auch neuere
Untersuchungen bestatigen eine Prasenz von CBX5 an Chromosomen wahrend der
Mitose. Neben der fokalen Lokalisation in den perizentrischen Regionen wird

zusatzlich auch eine CBX5-Prasenz an Chromosomenarmen beschrieben (305).

Sowohl seine regulatorische Funktion bei der Kontrolle der Genexpression durch
Chromatinorganisation als auch seine fur das Voranschreiten des Zellzyklus und der
Mitose wichtige Rolle demonstrieren die besondere Relevanz von CBXS fur die
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Zellfunktion. Dazu passt der Nachweis einer CBX5-Expression in allen untersuchten

Zelllinien, insbesondere in der normalen Brustepithelzelllinie MCF-10A.

5.2 KDM5B-Expression
5.2.1 KDM5B-Expression in Zelllinien und Gewebe

Ahnlich wie fiir CBX5 konnte auch eine Expression von KDM5B in allen untersuchten
Zelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 20). Da KDM5B sowohl in den vier TNBC-
Zelllinien als auch in der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 sowie der
normalen Brustepithelzelllinie MCF-10A exprimiert wird, kann davon ausgegangen
werden, dass KDM5B nicht TNBC-spezifisch oder tumorspezifisch exprimiert wird und

auch in gesunden Zellen vorkommt.

Allerdings geht man davon aus, dass die KDMSB-Expression in Mammakarzinom-
gewebe hochreguliert und mit steigender Invasivitat starker ausgepragt ist (249). Die
hier gewonnenen Erkenntnisse decken sich auflerdem mit Untersuchungen, die
ebenfalls eine KDM5B-Expression in den Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7
beschreiben. Dabei wird interessanterweise berichtet, dass die KDM5B-Expression in
der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 am starksten ausgepragt ist (250).
Andere Quellen wiederum berichten gegenteilig von einer hoheren KDMS5B-
Expression in MDA-MB-231 (267). Auch in der Zelllinie MCF-10A konnte bereits eine
KDMS5B-Expression nachgewiesen werden, auch wenn diese deutlich geringer ausfiel
als in der MCF-7-Zelllinie (271).

In normalem adultem Gewebe wird KDM5B am starksten im Hoden exprimiert (306).
Dies lasst sich wiederum durch die Betrachtung der Bedeutung von KDM5B in der
Embryonalentwicklung und Pubertat erklaren. Dort spielt KDM5B eine wichtige Rolle
bei der Entwicklung der Milchdrisen, bei denen im Knospenstadium eine hohe
KDMS5B-Expression nachgewiesen werden konnte (246). AuRerdem scheint KDM5B
eng mit dem Ostrogenhaushalt verkniipft zu sein und wird zuséatzlich mit

mesenchymal/epithelialen Wechselwirkungen in Verbindung gebracht (248).

Vor diesem Hintergrund erscheint die hier nachgewiesene KDM5B-Expression in den
TNBC-Zelllinien, der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinie MCF-7 sowie den normalen,
aber sich haufig und schnell teilenden Brustepithelzellen der Zelllinie MCF-10A

realistisch. Auch die beschriebene hochregulierte KDM5B-Expression im
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Mammakarzinomgewebe und die starke Auspragung der KDM5B-Expression in der

Zelllinie MCF-7 lassen sich damit in Einklang bringen.

KDMS5B wird auch in einer Vielzahl anderer Tumorentitaten tberexprimiert (307). So
ist KDM5B Dbeispielsweise im Prostatakarzinom an der Regulation der
Androgenrezeptor-Expression beteiligt (308). Dies unterstreicht den vermuteten
Einfluss von KDM5B auf den Hormonhaushalt und die Relevanz von KDM5B in

hormonabhangigen Tumoren.

5.2.2 Lokalisation der KDM5B-Expression

Eine haufig beschriebene spezifische nukleare Lokalisation der KDM5B-Expression
(236, 243, 254, 255, 326) lie® sich in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig
nachweisen. Stattdessen legen die hier gemachten Beobachtungen eine sowohl im
Zellkern als auch im Zytoplasma vorhandene Expression von KDM5B nahe (Abbildung
22).

Wahrend eine nukleare KDM5B-Lokalisation und auch die beobachtete Betonung
einiger Kernareale mit der Funktion von KDM5B als Histon-Demethylase kongruent
sind und sich so erklaren lassen, wirft die zytoplasmatische KDM5B-Lokalisation
Fragen auf. Zwar ist bereits bekannt, dass KDM5B neben seinem regulatorischen
Einfluss auf die Genexpression zusatzlich an einer Vielzahl von intrazellularen
Prozessen beteiligt ist (Abbildung 6), doch Uber seine zytoplasmatische Funktion oder
dahinterstehende Mechanismen ist, trotz einiger Berichte Uber eine zusatzliche
zytoplasmatische KDMS5B-Expression, wie beispielsweise in 0dsophagealem
Plattenepithelkarzinomgewebe (309), Prostatakarzinomgewebe oder normalem

Prostatagewebe (308), wenig bekannt.

Propagiert wird beispielsweise eine Abhangigkeit der KDM5B-Lokalisation von der
Zellzyklusphase. Demnach kommt es durch eine CDK1-vermittelte Phosphorylierung
von KDMS5B zu einer Verschiebung von KDM5B in den Zellkern. Die Aktivitat der CDK1
ist wahrend der G2/M-Phase des Zellzyklus am starksten ausgepragt. Auf der anderen
Seite kommt es bei einem Knockdown von CDK1 zu einer Verschiebung eines

geringen nuklearen KDM5B-Anteils in das Zytoplasma (262).

Eine zytoplasmatische KDMS5B-Lokalisation in einigen Zellzyklusphasen wurde
beispielsweise bereits in Lungenkarzinomzelllinien beschrieben (253). Diese

Beobachtung passt dazu, dass die in dieser Arbeit untersuchten, sich schnell teilenden
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Zelllinien vor der Fixierung in einem dynamischen Umfeld einer stetigen Proliferation
unterlagen und so Zellen in unterschiedlichen Abschnitten des Zellzyklus angetroffen
wurden. Eine erhdhte zytoplasmatische Expression von KDM5B wurde aulierdem

insbesondere in metastatischen Tumoren festgestellt (308).

Denkbar ware auch eine Abhangigkeit der KDM5B-Lokalisation von einer AKT-
vermittelten Phosphorylierung, ahnlich wie es bei KDMSA der Fall ist. Wahrend
KDMS5A unter normalen Wachstumsbedingungen sowohl nuklear als auch
zytoplasmatisch lokalisiert ist, kommt es bei einer Inhibition von AKT zu einer
Verschiebung von KDM5A in den Zellkern. Auch eine AKT-Inaktivierung durch
Serumentzug erhéht den nuklearen KDM5A-Anteil, wohingegen eine Stimulation mit
Wachstumsfaktoren zu einer Verlagerung von KDM5A in das Zytoplasma flhrt. In
Tumoren mit aktiviertem PI3K-Signalweg kommt es dementsprechend zu einer starken

zytoplasmatischen Lokalisation von KDM5A (310).

Diese Wechselwirkung ist besonders interessant, da KDM5B im Zellkern durch
Modulation der H3K4me3-Markierung am PTEN-Promotor die Expression von PTEN
unterdriickt und somit dem PI3K-Signalweg die negative Regulation nimmt (268). Bei
geringer AKT-Aktivitat kdnnte sich dann beispielsweise KDM5B im Zellkern anreichern
und durch die Unterdrickung von PTEN den PI3K-Signalweg und somit die AKT-
Aktivitat verstarken. Zusatzlich dazu fuhrt KDM5B auch zu einer direkten Verstarkung
des PI3K/AKT-Signalwegs, was eine erhdhte Zellproliferation zur Folge hat (269). Von
den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien verfigen die Zelllinien MCF-7 und HS-578T
Uber Mutationen im PIK3CA-Gen und die Zelllinien MDA-MB-468 und BT-549 Uber
Mutationen im PTEN-Gen (36, 279). Anhand der in dieser Arbeit verwendeten
qualitativen Auswertung der immuncytochemischen Farbungen konnten allerdings
keine relevanten Zusammenhange zwischen der KDM5B-Expression und PIK3CA-

oder PTEN-Mutationen festgestellt werden.

Eine andere Theorie geht wiederum davon aus, dass die Lokalisierung und Funktion
von KDM5B stark durch Ubiquitinierung beeinflusst und reguliert werden. So konnte
gezeigt werden, dass ein Skp2-Mangel zu einer Zunahme der K63-verknUpften
Ubiquitinierung von KDM5B durch die E3-Ubiquitin-Ligase TRAF6 fuhrt, was die
Demethylase-Aktivitat verstarkt und mit einer Anreicherung von KDM5B in den

Nukleoli von Prostatakarzinomzellen einhergeht (311). Eine Anreicherung von KDM5B
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in den Nukleoli passt zu den teilweise beobachteten Betonungen einiger Kernareale in

der immuncytochemischen Farbung (Abbildung 21).

5.3 Einflusse der siRNA-Transfektion auf die Ergebnisse der
Zellfunktionsversuche

Eine siRNA-Transfektion ist fir Zellen ein herausfordernder Prozess, dessen
Auswirkungen auf die Zellen die Ergebnisse der darauffolgenden Zellfunktions-
versuche beeinflussen konnen. Dementsprechend besteht die Gefahr, auf die
Transfektion zurtckzufihrende Veranderungen falschlicherweise als durch den

Knockdown von CBX5 oder KDM5B verursachte Ereignisse zu bewerten.

Zum einen gilt es, den Einfluss der Transfektion auf die Zellen mdglichst gering zu
halten. Dies gelingt beispielsweise durch Reduktion der Konzentration des
eingesetzten zytotoxischen Transfektionsreagenz, wobei die Transfektionseffizienz
nicht durch eine zu geringe Konzentration gefahrdet werden darf (312, 313). In dieser
Arbeit wurde zwar eine gute Knockdowneffizienz bestatigt, allerdings besteht durchaus
noch Potenzial, mdgliche zytotoxische Effekte durch Reduktion der Konzentration des

Transfektionsreagenz zu minimieren.

Auf der anderen Seite besteht die Mdglichkeit, potenzielle Einflisse der Transfektion
zu negieren, indem alle Ergebnisse in Bezug auf eine mitgeflhrte, mit Kontroll-siRNA
transfizierte Kontrolle bewertet werden. Auch in dieser Arbeit erfolgte eine Normierung

aller Ergebnisse auf eine solche Kontrolle.

Allerdings kdnnen nicht alle durch Transfektion oder Knockdown verursachten Effekte
so herausgefiltert werden. Beim Einsatz von siRNAs kommt es beispielsweise haufig
zu Off-Target-Effekten (314). Deshalb ist es wichtig, die siRNA-Konzentration so
niedrig wie moglich zu halten. Auch hier besteht noch Potenzial fur Optimierungen.
Gleichzeitig darf die siRNA-Konzentration auch nicht zu gering sein, da es bei der
Proliferation von transfizierten Zellen zu einer Verdinnung der siRNA kommt, wodurch

die Knockdowneffizienz gefahrdet werden kann (315).

Aullerdem ist es moglich, dass Varianzen in der Knockdowneffizienz die
Versuchsergebnisse beeinflussen. Zwar wurde die Knockdowneffizienz zu Beginn
Uber einen Zeitraum von 24 bis 72 Stunden nach Transfektion mittels gPCR analysiert,
bei Durchfihrung der Zellfunktionsversuche allerdings nur noch stichprobenartig

ermittelt. Zusatzlich dazu lagen einige der Versuchszeitpunkte bis zu 96 Stunden nach
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Transfektion und somit auf3erhalb des zuvor untersuchten Zeitraums. Jedoch zeigten

die durchgefuhrten Stichproben hier weiterhin eine ausreichende Knockdowneffizienz.

Die langen Versuchszeitraume mit 72 bzw. 96 Stunden nach Transfektion wurden
gewahlt, um sicherzustellen, dass der Knockdown auch auf Proteinebene realisiert
war. In dieser Arbeit wurde die Knockdowneffizienz nur auf mRNA-Ebene, nicht jedoch

auf Proteinebene Uberpruft.

Eine weitere Mdglichkeit, um Versuchsergebnisse nach Knockdown zu verifizieren,
sind sogenannte Rescue-Versuche. In diesem Fall kdnnte beispielsweise zusatzlich
untersucht werden, ob eine Uberexpression von CBX5 oder KDM5B die durch den

Knockdown beobachteten Effekte wieder aufhebt.

5.4 Einfluss der CBX5-Expression auf die Zellfunktion

In den nach CBX5-Knockdown durchgefuhrten Zellfunktionsversuchen wurden eine
verstarkte Zellmigration, eine signifikant reduzierte Zellproliferation sowie eine
tendenziell erhohte Zelladhasion und tendenziell reduzierte Zellviabilitat in Zellen der
Zelllinie MDA-MB-468 beobachtet.

Eine Verstarkung der Zellmigration bei CBX5-Verlust deckt sich mit einer Vielzahl von
ahnlichen Berichten aus der Literatur. Beispielsweise wurde in invasiven TNBC-
Zelllinien im Vergleich zur Zelllinie MCF-7 eine Downregulation von CBX5 festgestellt
(210, 211). Auch in Mammakarzinom-Metastasen wurde im Vergleich zum
Primartumor eine reduzierte CBX5-Expression beobachtet (211). Wahrend eine
CBX5-Uberexpression in der invasiven MDA-MB-231-Zelllinie in einer Reduktion der
Invasivitat resultierte, kam es bei einem CBX5-Knockdown in MCF-7-Zellen zu einer
Verstarkung der Invasivitat (212). Aufgrund dieser Erkenntnisse wird CBX5 auch als

Metastasensuppressor bezeichnet (175).

Obwohl CBX5 in Zellen mit erhéhter Zellproliferation verstarkt exprimiert wird, wurde
bisher bei Downregulation von CBX5 kein Effekt auf die Zellproliferation nachgewiesen
(207, 212). Allerdings wurde bei CBX5-Downregulation ein vermehrtes Auftreten von
fehlerhaften Mitosevorgangen beobachtet. Daraus entstand die Theorie, dass die
CBX5-Expression in Tumorzellen mit verstarkter Zellproliferation reflektorisch erhdht
ist, um eine fehlerfreie Mitose mit korrekter Chromosomenteilung zu gewahrleisten
(207). Unterstutzt wird diese Theorie durch neuere Erkenntnisse, nach denen der

Verlust von CBXS5 kurzfristig keinen relevanten Einfluss auf die Transkription oder
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Histonmethylierung hat. Stattdessen kommt es ohne CBX5 zu fehlerhafter
Chromosomenanordnung und -segregation, resultierend in unzureichenden

Mitoseereignissen (305).

Diese oben beschriebenen Beobachtungen stehen im Kontrast zu den Ergebnissen
dieser Arbeit, die eine Reduktion der Zellproliferation nach CBX5-Knockdown zeigen.
Dabei lasst sich eigentlich insbesondere eine Reduktion der Zellproliferation mit der
postulierten Theorie der fehlerhaften Mitosevorgange in Einklang bringen. Demnach
konnte es durch den Verlust von CBX5 zu einer Vielzahl von fehlerhaften
Mitosevorgangen in der untersuchten Zellpopulation kommen, die in Zellzyklus-
arresten resultieren. Denkbar waren insbesondere Zellzyklusarreste am Spindel-
Assembly-Checkpoint oder nach fehlerhafter Chromosomensegregation in der
Anaphase, p53-vermittelt am G1-Checkpoint (316, 317). AuRerdem kommt es ohne
die mitosespezifische Phosphorylierung an der Hinge-Domain von CBX5 zu keiner
Bindung von SGO1 an mitotische Zentromere und somit zum Zellzyklusarrest in der
Prometaphase (197, 198).

Interessanterweise fuhrt unabhangig davon das Silencing der IncRNA SNHG11 zu
einer Unterdruckung der CBX5-Expression, was mit einer Reduktion der
Zellproliferation, der Zellviabilitdt und der verstarkten Expression von E-Cadherin, die
mit erhdhter Zelladhasion assoziiert wird, einhergeht. Dies unterstreicht die wichtige
Rolle von regulatorischen Mechanismen, die auf die CBX5-Expression einwirken
(214).

5.5 Einfluss der KDM5B-Expression auf die Zellfunktion

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten Zellfunktionsversuchen mit Zellen der Zelllinie
MDA-MB-468 nach KDM5B-Knockdown wurde eine Verstarkung der Zellmigration und
der Zelladhasion festgestellt. Letztere war 72 Stunden nach Knockdown signifikant
erhoht. Die Zellproliferation und die Zellviabilitdt hingegen blieben weitestgehend

unverandert.

Diese Ergebnisse stehen in starkem Gegensatz zu der gangigen Literatur. Dort wird
beispielsweise eine verringerte Zellproliferation von MCF-7-Zellen in Kombination mit
einem G1-Zellzyklusarrest nach KDM5B-Knockdown beschrieben (251). Neben einer
Verringerung der Zellproliferation gibt es auch Hinweise auf eine Reduktion der

Zellmigration nach Knockdown von KDM5B. Dabei werden diese Beobachtungen mit
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einer nach KDM5B-Knockdown verstarkten Aktivierung des AMPK-Signalwegs in
Verbindung gebracht, die eine Unterdrickung der Zellproliferation und Zellmigration in
den Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zur Folge hat (267). Ahnliche Erkenntnisse
wurden ebenfalls bei der Untersuchung anderer Tumorentitaten erlangt (253, 318).
Dies passt dazu, dass eine KDM5B-Hochregulation im Mammakarzinom mit einer
erhéhten Invasivitat korreliert (249). Auch eine Uberexpression von KDM5B in MCF-
10A-Zellen flhrte zu einer gesteigerten Invasivitat und wurde mit einer KDM5B-
vermittelten Reduktion der KATS5-Expression verknupft (319). Zusatzlich gibt es
Berichte Uber eine Abnahme der Zellviabilitat und Zunahme von Apoptose nach
KDMS5B-Verlust, die mit einer Inhibierung von Cyclin D1 oder einer Erhéhung der p53-
Expression einhergehen (271, 320). Auch der Einsatz des KDM5B-Inhibitors AS-8351
bestatigte diese Ergebnisse (267).

Eine mdgliche Erklarung flr diese Gegensatze liegt in der Zelllinie MDA-MB-468, die
in dieser Arbeit flr die Zellfunktionsversuche verwendet wurde. Sie verfligt sowohl
Uber eine PTEN- als auch eine TP53-Mutation (36). Ein KDM5B-Knockdown sorgt
beispielsweise im HCC fur eine verstarkte PTEN-Expression, was zu einer Reduktion
der Zellproliferation und Metastasierung fuhrt (268). In Zellen ohne oder mit lediglich
reduzierter PTEN-Expression kann dieser Effekt demnach nicht, bzw. nur
abgeschwacht beobachtet werden. Auch eine durch KDMSB-Verlust ausgeldste
Verstarkung der p53-Expression und eine darauffolgende Zunahme der Apoptose
kann in Zellen ohne oder mit reduzierter p53-Funktion nicht, bzw. nur abgeschwacht
beobachtet werden (271). Die in der Literatur haufig verwendeten Zelllinien MCF-7 und
MDA-MB-231 hingegen verfugen beide nicht uber eine PTEN-Mutation und lediglich
MDA-MB-231 ist TP53 mutiert (36, 279). Zusammengenommen konnen diese
Theorien erklaren, warum in dieser Arbeit keine relevanten Unterschiede in der
Zellproliferation und Zellviabilitat festgestellt werden konnten. Warum sich eine

Verstarkung der Zellmigration darstellte, bleibt jedoch offen.

Lediglich hinsichtlich der Zelladhasion decken sich die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse mit bereits gemachten Beobachtungen. So wird eine verstarkte Expression
von E-Cadherin nach KDM5B-Verlust beschrieben, die mit erhéhter Zell-Zell-Adhasion
assoziiert ist. Dies wird darauf zurlckgefuhrt, dass ein Verlust von KDM5B in
Mammakarzinomzellen zu einer Umkehrung der EMT beitragt (267, 321). Diese EMT-
Umkehr kann wiederum die Verstarkung der EZM-Adhéasion erklaren.
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Interessanterweise zeigt sich die Zelladhasion in dieser Arbeit erst 72 Stunden nach
dem siRNA-Knockdown signifikant erhoht, was daran liegen koénnte, dass die
Umkehrung der EMT etwas Zeit bendtigt, um auf translationaler Ebene signifikant

realisiert zu werden.

5.6 Die Rolle von CBX5 und KDM5B in der Tumortherapie

5.6.1 Bedeutung der Lokalisation der CBX5- und KDM5B-Expression fiir die
Immuntherapie

Durch die intrazellulare bzw. primar intranukleare Lage von CBX5 und KDM5B kommt
es, trotz Veranderung und Verschiebungen der Proteinlokalisation in verschiedenen
Zellzyklusphasen, zu keiner Expression der beiden Proteine auf der Zelloberflache.
Dementsprechend konnen beide Proteine nicht als Antigene auf der Oberflache von

Tumorzellen vom Immunsystem erkannt werden.

Dies steht in Diskrepanz zu den in vorausgehenden Projekten erlangten
Erkenntnissen, denen zufolge CBX5 und KDMS5B Zielstrukturen fur die humorale,
antikdrpervermittelte Immunantwort von tumorinfiltrierenden Plasmazellen sind (155).
Demnach mussen CBX5 und KDM5B in bestimmten Situationen fir die Immunzellen
zuganglich vorliegen, damit beispielsweise B-Zellen diese als Antigene binden,
aufnehmen und dann Uber MHC-II-Molekule prasentieren kdnnen, um nach Kontakt

mit CD4+ T-Zellen weiter zu Plasmazellen zu differenzieren (322).

Eine mdgliche Erklarung ist, dass CBX5 und KDM5B nach Zelluntergang,
beispielsweise in Form von kleineren Nekrosen im Tumorgewebe, frei au3erhalb der
Zelle vorliegen und so fur das Immunsystem zuganglich werden. Im Zuge eines
schnellen Tumorwachstums, wie er in hochaggressiven TNBC-Tumoren vorkommt,
kommt es durch eine mangelhafte Vaskularisierung regelhaft zu Hypoxie im
Tumorgewebe, die im Zelluntergang einiger Tumorzellen resultiert (323, 324). Diese
These unterstitzend gibt es beispielsweise Berichte Uber ein erhdhtes Niveau von
Anti-CBX5-Antikdrpern bei Patienten nach Schlaganfall oder transienter ischamischer
Attacke (325). Hypoxie wiederum stimuliert die Neovaskularisierung, an der
beispielsweise KDM5B beteiligt ist (252). Passend dazu wird KDM5B bei Hypoxie
hochreguliert (326).
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Da CBX5 und KDM5B nicht auf der Zelloberflache exprimiert werden, eignen sich
beide Proteine nicht als direkte Targets fir eine Immuntherapie, deren Ziel es ist, die
Tumorzellen direkt mit tumorspezifischen Antikérpern oder CD8+ T-Zellen zu
attackieren. Allerdings konnten beide Proteine, unter der Voraussetzung, dass sie
beispielsweise nur in hypoxischem Tumorgewebe und nicht in gesundem Gewebe frei
vorliegen, als eine Art Leitsystem fungieren, um mit Chemotherapeutika oder
radioaktivem Material konjugierte Antikorper zielgerichtet ins Tumorgewebe zu
navigieren und dort therapeutisch zu wirken oder das Tumorgewebe fur diagnostische

Zwecke zu markieren (327).

5.6.2 Bedeutung von CBX5 und KDM5B als Targets fiir andere Therapieformen
Aufgrund seines inversen Einflusses auf Zellproliferation und Zellmigration scheint
CBX5 kein geeignetes Target fur eine Anti-Tumortherapie zu sein. Zwar kdnnte man
durch eine CBX5-Uberexpression die Metastasierung reduzieren, wiirde dafir jedoch
das Tumorwachstum befeuern und umgekehrt. Allerdings hat CBX5 Potenzial als
prognostischer Faktor fir Metastasierung in der Diagnostik eingesetzt zu werden und

konnte so Therapieentscheidungen beeinflussen (175).

Im Gegensatz dazu ist KDM5B ein vielversprechendes Therapieziel (277).
Beispielsweise konnte ein KDM5B-Verlust zu einer Umkehr der EMT beitragen,
wodurch beispielsweise, wie in dieser Arbeit gezeigt, die Zelladhasion verbessert und

somit Metastasierung vermindert werden kénnte (321).

5.7 Ausblick

Im weiteren Verlauf ware es sinnvoll die Knockdowneffizienz des CBX5- bzw. KDM5B-
Knockdowns zusatzlich auf Proteinebene zu validieren. Dies kann sowohl quantitativ
mittels Western Blot als auch qualitativ mittels Immuncytochemie erfolgen.
Immuncytochemische Farbungen von Knockdown-Zellen kdnnte man auf3erdem mit
den bereits angefertigten immuncytochemischen Farbungen vergleichen und als
Negativkontrolle etablieren. Aul3erdem ergibt es Sinn, den Knockdown auch in den
anderen TNBC-Zelllinien sowie in den Zelllinien MCF-7 und MCF-10A zu etablieren
und mit diesen ebenfalls die Zellfunktionsversuche durchzufiihren, um
herauszufinden, ob es zwischen den Zelllinien Unterschiede gibt. Besonders
gewinnbringend ware der Vergleich zwischen der Zelllinie MCF-7, die sowohl eine
starke CBX5- als auch KDMS5B-Expression aufweist, und den TNBC-Zelllinien.
Interessant ware zusatzlich auch zu sehen, wie die nicht-tumordse Zelllinie MCF-10A
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auf den Verlust von CBX5 oder KDM5B reagiert. Im Hinblick auf die Rolle von CBX5
oder KDM5B bei einer moglichen Immuntherapie sollte auch eine mogliche Expression

der beiden Proteine auf der Zelloberflache mittels FACS weiter untersucht werden.

Im Speziellen ware auf’erdem interessant herauszufinden, ob KDM5B ahnlich wie
KDM5A von AKT phosphoryliert werden kann. Dies konnte zum Verstandnis der
intrazellularen Verschiebung der KDM5B-Lokalisation und der Bedeutung von KDM5B
fur den PI3K-Signalweg beitragen. Daruber hinaus ist es auch sinnvoll, die
Hormonabhangigkeit von KDM5B und den Einfluss von KDM5B in Ostrogenrezeptor-

positiven Tumoren naher zu analysieren.

6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte mittels Immuncytochemie eine Expression von CBX5 und
KDMS5B in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Demnach werden die
beiden Proteine sowohl in allen vier TNBC-Zelllinien als auch in den Zelllinien MCF-7
und MCF-10A exprimiert. Dabei zeigte sich die Lokalisation von CBX5 primar auf den
Zellkern und dortige Heterochromatinelemente beschrankt, wohingegen KDM5B

sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma exprimiert wurde.

Aulerdem wurde ein erfolgreicher siRNA-Knockdown von CBX5 und KDM5B in Zellen
der TNBC-Zelllinie MDA-MB-468 etabliert. Der siRNA-Knockdown von CBX5
resultierte in einer verstarkten Zellmigration, einer signifikanten Reduktion der
Zellproliferation und einer tendenziell reduzierten Zellviabilitat sowie einer tendenziell
erhdhten Zelladhasion. Ein siRNA-Knockdown von KDM5B hingegen fuhrte zu einer
Verstarkung der Zellmigration und Zelladhasion, wahrend Zellviabilitat und

Zellproliferation weitestgehend unverandert blieben.

Im Hinblick auf eine mdgliche Immuntherapie muss im weiteren Verlauf geklart
werden, wie CBX5 und KDM5B dem Immunsystem zuganglich werden. Auch gilt es,
die Beteiligung von CBX5 und insbesondere von KDM5B an einer Vielzahl von
zellularen Mechanismen besser zu verstehen und die Rolle der beiden Proteine in

Tumorzellen naher zu untersuchen.
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8.1
8.1.1 Farbungen mit Anti-CBX5-Antikorper

Immuncytochemische Farbungen

8-Kammer Objekttrager

Anti-CBX5- Technische
Nr.1 Antikérper Negativkontrolle

e -
o -
o -
o -
- -
o -

Cytospin
Anti-CBX5- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 38: Erster Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-CBX5-Primarantikorper

sowie der zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-CBX5- Technische
Nr. 2 Antikérper Negativkontrolle

e - -

R - -

o - -

o - -

- - -
MCF-10A

Cytospin
Anti-CBX5- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 39: Zweiter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-CBX5-Primarantikorper

sowie der zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.

120



8 Anhang

8-Kammer Objekttrager

Anti-CBX5- Technische
Nr.3 Antikérper Negativkontrolle

o - -

e - -

- - -

o - -

- - -
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Anti-CBX5- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 40: Dritter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-CBX5-Primarantikorper

sowie der

zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Maldstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-CBX5- Technische
Nr. 4 Antikorper Negativkontrolle

B - -
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o - -

- - -
MCF-10A
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Anti-CBX5- Technische
Antikérper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 41: Vierter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-CBX5-Primarantikorper

sowie der

zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.
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8.1.2 Farbungen mit Anti-KDM5B-Antikorper

8-Kammer Objekttrager

Anti-KDM5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

Cytospin
Anti-KDM5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 __ soum

Abbildung 42: Erster Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-KDM5B-Primarantikorper sowie

der zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-KDM5B- Technische
Antikérper Negativkontrolle

Nr. 2

MDA-MB-468
MCF-10A

Cytospin

Anti-KDM5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 43: Zweiter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-KDM5B-Primarantikorper sowie

der zugehodrigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Maldstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-KDMSB- Technische
Nr.3 Antikorper Negativkontrolle

o - -

o - -

o - -

o - -

- - -
MCF-10A

Cytospin
Anti-KDM5B- Technische
Antikérper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 44: Dritter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-KDM5B-Primarantikorper sowie

der zugehorigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.
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8-Kammer Objekttrager

Anti-KDM5B-
Antikorper

Technische
Negativkontrolle

Nr.4

MDA-MB-468

MDA-MB-231

HS-578T

BT-549

MCF-7

MCF-10A

Cytospin

Anti-KDM5B- Technische
Antikorper Negativkontrolle

500 pm

Abbildung 45: Vierter Versuchsdurchlauf immuncytochemischer Farbungen mit

einem Anti-KDM5B-Primarantikorper sowie

der zugehodrigen technischen

Negativkontrolle. Gefarbt wurden Zellen der Zelllinien MDA-MB-468, MDA-MB-231,
HS-578T, BT-549, MCF-7 und MCF-10A, welche zuvor auf einem 8-Kammer-
Objekttrager kultiviert oder mittels Cytospin auf einen Objekttrager aufgebracht
wurden. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 ym.
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8.2 Werte zu der siRNA-Knockdown-Etablierung

Werte der Abbildung 23: Mittlere Konzentration von Referenzgenen in den Zelllinien

MDA-MB-468 und MCF-7 sowie die zugehdrigen Standardabweichungen.

Mean conc MDA-MB-468 MCEF-7
ACTB 1,91518482711809 1,87209739643683
ATP5) 3,84047362081017 1,61041871417466
HMBS 2,49514526199436 2,27065644488835
HPRT 1,50462901072963 1,72558835702763
PPIA 5,36895602752657 1,66824523884966
TBP 2,68952781661380 1,71305539994944

STD conc MDA-MB-468 MCEF-7
ACTB 0,00026397754908 0,07622295442396
ATP5) 0,06830448172397 0,10764496588664
HMBS 0,11889705470158 0,02695925026607
HPRT 0,08149813275236 0,10081504693899
PPIA 0,08770798615084 0,06396731494432
TBP 0,21528667259467 0,02037347290722

Werte der Abbildung 24: Mittlere Konzentration von Referenzgenen in der Zelllinie
MDA-MB-468 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B und Kontroll-
siRNA sowie die zugehorigen Standardabweichungen.

Mean conc CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72
ACTB 0,77902735 [ 1,37360762 | 0,41304884
ATP5) 0,85463819 [ 1,04760508 | 0,63746311
HMBS 0,60979839 [ 0,93754033 ] 0,21725259
HPRT 0,64859299 [ 0,77975609 | 0,41203936
PPIA 0,97818519| 1,63012221] 0,92777153

Mean conc | KDM5B 24 | KDM5B 48 | KDM5B 72
ACTB 0,68800569 | 1,25647187 | 1,38369828
ATP5) 1,07668062 | 1,329806 | 1,18692635
HMBS 0,84668525 [ 0,91964474] 0,91294591
HPRT 0,71582128 0,81541548 | 0,66763308
PPIA 1,37134863| 1,9902731 | 1,52293453

Mean conc KO 24 KO 48 KO 72
ACTB 0,6787497510,94299468 | 0,72370648
ATP5) 1,05000404 | 1,48005352 | 0,78520177
HMBS 0,50802042 [ 0,71638984 | 0,42930102
HPRT 0,62950776 [ 0,71968361 | 0,45680914
PPIA 1,27071595 | 1,58750653 1,02
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STD conc CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72
ACTB 0,02851633] 0,08483861| 0,00727226)
ATP5)J 0,08866242] 0,0928619( 0,00238065|
HMBS 0,04526813| 0,09748807| 0,00876819
HPRT 0,00987522] 0,03454469| 0,00504064
PPIA 0,00399244| 0,02822853| 0,00351924

STD conc | KDM5B 24 [ KDM5B 48 | KDM5B 72
ACTB 0,00395644 | 0,00319727( 0,22737965
ATP5)J 0,05284957| 0,0300567 | 0,01744859
HMBS 0,08216414] 0,06514966| 0,12458347,
HPRT 0,02025796 | 0,07847609| 0,03896933]
PPIA 0,03204848] 0,48067083 | 0,00203186

STD conc KO 24 KO 48 K0 72
ACTB 0,03339361| 0,01752642| 0,00285203
ATP5) 0,02002935| 0,18473935[ 0,06232512]
HMBS 0,0064416( 0,00928472| 0,01469838|
HPRT 0,00785555[ 0,0086961| 0,00659123
PPIA 0,04977098|_0,03020742 0
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Werte der Abbildung 25 und Abbildung 26: Mittlere Konzentration der Referenzgene
und der Zielgene CBX5 und KDM5B in der Zelllinie MDA-MB-468 24 h, 48 hund 72 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- und Kontroll-siRNA sowie die zugehdrigen
Standardabweichungen. AulRerdem sind das geometrische Mittel der Referenzgene
und die darauf sowie auf die Kontrolle mit Kontroll-siRNA bezogenen Restaktivitaten
von CBX5 und KDM5B und die daraus resultierende Knockdowneffizienz in Prozent

angegeben.
Proben (mean conc)
Haushaltsgene
CBX5 24 CBX5 48 CBX572 | KDM5B 24 | KDMS5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 K0 72
ATCB 0,779027351 1,37360762] 0,41304884 ]| 0,68800569 | 1,25647187| 1,38369828| 0,67874975| 0,94299468 | 0,72370648
ATP5) 0,85463819| 1,04760508 | 0,63746311] 1,07668062| 1,329806 | 1,18692635] 1,05000404| 1,48005352 | 0,78520177
HMBS 0,60979839 | 0,93754033 | 0,21725259 | 0,84668525 | 0,91964474 | 0,91294591 | 0,50802042 | 0,71638984 | 0,42930102
HPRT 0,64859299 | 0,77975609 | 0,41203936 | 0,71582128 | 0,81541548| 0,66763308| 0,62950776] 0,71968361 | 0,45680914
PPIA 0,978185191 1,63012221] 0,9277715311,37134863] 1,9902731 | 1,52293453] 1,27071595] 1,58750653 1,02
Proben
CBX5 24 CBX5 48 CBX572 | KDM5B 24 | KDMS5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 K0 72

Geometrisches

Mittel von ATCB, | 0,67541454| 1,00139129| 0,33314632| 0,74708992| 0,98035628| 0,94480337| 0,60098548| 0,78632139| 0,52161859

HBMS und HPRT

Knockdown Proben (mean conc)

Gene CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72 KDM5B 24 | KDM5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 KO 72
CBX5 0,029946811 0,05774199| 0,0120568 | 0,42332102] 0,55556332] 0,51642078 0,29477218| 0,45981423] 0,28890082
KDM5B 0,23621211] 0,50862768 ] 0,07843465 ] 0,02454465 ) 0,06244468] 0,03988534 | 0,15177755] 0,28575615] 0,16842945
Mean conc / Proben
GeoMittel der
el Eere CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72 KDM5B 24 | KDM5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 KO 72
CBX5 0,04433841| 0,05766176] 0,0361907| 0,5666266| 0,56669532] 0,54659075| 0,49048137| 0,58476627| 0,55385454
KDM5B 0,34972908| 0,50792102| 0,23543602| 0,03285367| 0,0636959| 0,04221549| 0,25254778] 0,36340885| 0,32289771
Quotient der normierten Konzentrationen von .
. Knockdown Effizienz
Knockdown und Kontrolle (Restaktivitat)

Knockdown Zeiten der Probeentnahme (h) Knockdown Zeiten der Probeentnahme (h)
Gene 24 48 72 Gene 24 48 72
CBX5 0,09039775| 0,09860652| 0,06534333 CBX5 0,91 0,90 0,93
KDMS5B 0,13008893] 0,1752734] 0,13073951 KDM5B 0,87 0,82 0,87,

Fehler (STD Conc)

Knockdown Proben
Gene CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72 KDM5B 24 | KDM5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 KO 72
CBX5 0,00089984 | 0,00261876 | 0,00014066 | 0,00982783 ] 0,02591602 | 0,02394214 | 0,00078527| 0,00581177] 0,00582547
KDM5B_ | 0,0122268 | 0,00669116| 0,004995 | 0,0013994 [ 0,00739742] 0,00364079 | 0,00224468| 0,02306213 | 0,00043696

Fehler (STD Conc / Geomittel der Haushaltsgene)

Knockdown Proben
Gene CBX5 24 CBX5 48 CBX5 72 KDM5B 24 | KDM5B 48 | KDM5B 72 KO 24 KO 48 KO 72
CBX5 0,00133228] 0,00261512 | 0,00018828| 0,01315481 0,02643531 | 0,02534087] 0,00130663 | 0,00739109] 0,01116806

KDM5B 0,01810267] 0,00668186] 0,01499341 ] 0,00187313 | 0,00754564 | 0,00385349] 0,00373499] 0,02932914] 0,0008377

Fehler (STD Conc / Geomittel der Haushaltsgene) /
Normierte Genexpression der Kontrollen

Knockdown Zeiten der Probeentnahme (h)
Gene 24 48 72
CBX5 0,00183461] 0,00447831] 0,00025397
KDM5B 0,00554112| 0,02035563| 0,01127536
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CBXS Zeit nach Transfektion [h] KDMSB Zeit nach Transfektion [h]
24 48 72 24 48 72
CBX5-Restaktivitat 9,03977464| 9,86065154| 6,53433314 KDMS5B-Restaktivitat | 13,0088927| 17,5273398| 13,0739508
Knockdowneffizienz | 90,9602254| 90,1393485| 93,4656669 Knockdowneffizienz | 86,9911073| 82,4726602| 86,9260492
|Feh|er | 0,18346099| 0,4478307] 0,02539657 |Feh|er | 0,55411174] 2,03556297| 1,12753555

8.3 Werte zu den Zellfunktionsversuchen

Werte der Abbildung 29: Mittelwerte der migrierten Zellen der Zelllinie MDA-MB-468
pro mm? aus drei Versuchsdurchlaufen fir die Lockmittel Fibronectin, Kollagen |,
Kollagen IV, FCS sowie einer Kontrolle gegen serumfreies Medium. Angegeben sind
aullerdem die Gesamtmittelwerte, deren Standardabweichungen und mittels t-Test

ermittelte p-Werte.

Lockmittel
Versuchsreihe Kontrolle gegen . .
. . Fibronectin | Kollagen | | Kollagen IV FCS
serumfreies Medium
Mittelwerte der 30_05_23 Nrl 5,636363636| 14,4545455| 83,0909091| 72,727273| 7,40909091
gezahlten Zellen pro [30_05_23 Nr2 1,5| 4,77272727| 78,1363636| 76,727273| 4,09090909
mm? 31_05_23 Nr2 6,363636364| 6,86363636| 122,272727| 76,772727| 12,2272727
Kontroll
on ro. € gegeh Fibronectin [ Kollagen | | Kollagen IV FCS
serumfreies Medium
Mittelwert 4,50 8,70 94,50 7541 7,91
Standardabweichung 2,623400733( 5,09462797| 24,1791266( 2,3226339| 4,09116161
T-Test 0,29433326|_0,02216045[ 0,0000046| 0,3018197

Werte der Abbildung 30: Mittelwerte der Zelladhasion der Zelllinie MDA-MB-468 aus
vierfachem Ansatz fir die Lockmittel Fibronectin, Kollagen |, Kollagen IV sowie einer
Kontrolle gegen BSA. Angegeben sind auRerdem die Mittelwerte in Prozent bezogen

auf die BSA-Kontrolle.

Mittelwerte der Adhasion aus vierfach Ansatz

BSA

ollagen |

0,09495803

Fibronectin K
0,30032218

0,2570913

Kollagen IV
0,20753315

Mittelwerte der Adhasion in % bezogen auf BSA Kontrolle

BSA

Fibronectin

Kollagen |

Kollagen IV

100

316,268321

270,742025

218,5524958
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Werte der Abbildung 31: Mittelwerte der Zellproliferation der Zelllinie MDA-MB-468
72 h nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA in Prozent bezogen
auf die Kontrolle. Angegeben sind neben den Mittelwerten der
Versuchsdurchlaufe auflerdem die zusammengefassten Mittelwerte der
Versuchsdurchlaufe, deren Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-

Werte.

Proliferation: |

72 h

nach Transfektion |

Mittelwerte aus Nr. 1-3

(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
g

Kontroll-siRNA|

CBX5-Knockdown

KDM5B-Knockdown

Unbehandelte Zellen

100

81,26030429

92,60801958

97,85916151

Standardabweichung der Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown|

Unbehandelte Zellen

0

1,784811597

8,77923598

21,32334261

T-Test (2 seiti

) der Mittelwerte aus Nr. 1-3 (bezogen auf Kontroll siRNA)

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDMS5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,003010053

0,282111019

0,877956239

Mittelwerte: | (Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. Kontroll siRNA|CBX5 Knockdown|KDM5B Knockdown|Unbehandelte Zellen
1 100 79,20337118 82,47465437 82,51876092
2 100 82,17776611 97,42738328 88,85036236
3 100 82,39977559 97,92202107 122,2083612
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8 Anhang

Werte der Abbildung 32: Mittelwerte der Zellproliferation der Zelllinie MDA-MB-468
96 h nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA in Prozent bezogen
auf die Kontrolle. Angegeben sind neben den Mittelwerten der
Versuchsdurchlaufe auflerdem die zusammengefassten Mittelwerte der
Versuchsdurchlaufe, deren Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-

Werte.

Proliferation: |

96 h

nach Transfektion |

Mittelwerte aus Nr. 1-3

(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
g

Kontroll-siRNA|

CBX5-Knockdown

KDM5B-Knockdown

Unbehandelte Zellen

100

78,62994044

93,72067459

104,0116327

Standardabweichung der Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown|

Unbehandelte Zellen

0

1,360796346

10,99467547

15,87891447

T-Test (2 seiti

) der Mittelwerte aus Nr. 1-3 (bezogen auf Kontroll siRNA)

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDMS5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,001348883

0,426822866

0,704408262

Mittelwerte: | (Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. Kontroll siRNA|CBX5 Knockdown|KDM5B Knockdown|Unbehandelte Zellen
1 100 77,87212023 100,0626469 103,599789
2 100 77,81677332 100,0742582 88,34264632
3 100 80,20092776 81,02511868 120,0924629
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8 Anhang

Werte der Abbildung 33: Mittelwerte der Zellviabilitat der Zelllinie MDA-MB-468 72 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA in Prozent bezogen auf
die Kontrolle. Angegeben sind neben den Mittelwerten der einzelnen
Versuchsdurchlaufe auflerdem die zusammengefassten Mittelwerte der drei
Versuchsdurchlaufe, deren Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-
Werte.

nach Transfektion |
(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)

Viabilitat: | 72 h
Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll-siRNA

ICBX5-Knockdown

KDM5B-Knockdown

Unbehandelte Zellen

100

86,50371984

99,82533821

96,57898874

Standardabw

eichung der Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0

10,23875501

8,986445797

10,77562885

T-Test (2 seiti

) der Mittelwerte aus Nr. 1-3 (bezogen auf Kontroll siRNA)

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,149877763

0,976202433

0,637603051

Mittelwerte: (Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. Kontroll siRNA |CBX5 Knockdown| KDM5B Knockdown |Unbehandelte Zellen
1 100 82,04388937 91,44834329 88,57456194
2 100 79,25130739 109,3172002 92,33129059
3 100 98,21596275 98,71047116 108,8311137
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Werte der Abbildung 34: Mittelwerte der Zellviabilitat der Zelllinie MDA-MB-468 96 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA in Prozent bezogen auf
die Kontrolle. Angegeben sind neben den Mittelwerten der einzelnen
Versuchsdurchlaufe auflerdem die zusammengefassten Mittelwerte der drei
Versuchsdurchlaufe, deren Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-
Werte.

nach Transfektion |
(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)

Viabilitat: | 96 h
Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll-siRNA

ICBX5-Knockdown

KDM5B-Knockdown

Unbehandelte Zellen

100

82,28623689

95,11178436

89,80184756

Standardabw

eichung der Mittelwerte aus Nr. 1-3

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0

8,771028113

7,678528089

17,21402886

T-Test (2 seiti

) der Mittelwerte aus Nr. 1-3 (bezogen auf Kontroll siRNA)

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,072901419

0,385123693

0,412725385

Mittelwerte: (Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. Kontroll siRNA |CBX5 Knockdown| KDM5B Knockdown |Unbehandelte Zellen
1 100 75,21282633 88,16780751 90,18585103
2 100 79,54551584 103,3582552 72,39902959
3 100 92,10036851 93,80929033 106,8206621
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Werte der Abbildung 35: Mittelwerte der Zelladhasion der Zelllinie MDA-MB-468 48 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA sowie einer zusatzlichen
BSA-Kontrolle in Prozent bezogen auf die Kontrolle mit Kontroll-siRNA. Angegeben
sind neben den Mittelwerten der einzelnen Versuchsdurchlaufe auf’erdem die
zusammengefassten  Mittelwerte  der  drei  Versuchsdurchlaufe,  deren

Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-Werte.

Adhasion: |

48 h

nach Transfektion

Mittelwerte aus Nr. 1-3

(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)

BSA-Kontrolle

Kontroll-siRNA

CBX5-Knockdown

KDM5B-Knockdown

Unbehandelte Zellen

28,7651005

100

137,3066217

111,8151188

190,4357631

Standardabweichun

g der Mittelwerte aus Nr. 1-3

BSA Kontrolle

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

10,28431571

0

41,33821708

36,80650454

99,05840164

T-Test (2 seitig) der Mittelwerte aus Nr.

1-3 (bezogen auf Kontroll siRNA)

BSA Kontrolle

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,006876167 0,258453371 0,634110896 0,254613868
Mittelwerte: |(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. BSA Kontrolle | Kontroll siRNA | CBX5 Knockdown | KDMS5B Knockdown|Unbehandelte Zellen
1 38,98038982 100 119,6662826 84,9610831 212,1428654
2 2890179066 100 184,5385345 153,7704446 276,8404672
3 18,41312102 100 107,7150481 96,71382881 82,32395664
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Werte der Abbildung 36: Mittelwerte der Zelladhasion der Zelllinie MDA-MB-468 72 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA sowie einer zusatzlichen
BSA-Kontrolle in Prozent bezogen auf die Kontrolle mit Kontroll-siRNA. Angegeben
sind neben den Mittelwerten der einzelnen Versuchsdurchlaufe auf’erdem die
zusammengefassten Mittelwerte ~ der  vier  Versuchsdurchlaufe,  deren
Standardabweichung und mittels t-Test ermittelten p-Werte.

Adhasion: |  72h
Mittelwerte aus Nr. 1-4
BSA-Kontrolle | Kontroll-siRNA

44,50197235 100

nach Transfektion
(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
CBX5-Knockdown [KDM5B-Knockdown
114,2923083 125,5534401

Unbehandelte Zellen
100,4294969

Standardabweichun
BSA Kontrolle | Kontroll siRNA
14,91335953 0

g der Mittelwerte aus Nr. 1-4
CBX5 Knockdown |KDM5B Knockdown
35,34348816 15,56877487

Unbehandelte Zellen
28,72825491

T-Test (2 seitig) der Mittelwerte aus Nr. 1-4 (bezogen auf Kontroll siRNA)

BSA Kontrolle

Kontroll siRNA

CBX5 Knockdown

KDM5B Knockdown

Unbehandelte Zellen

0,005020496 0,4778386 0,046333254 0,978024236
Mittelwerte: |(Bezogen auf Kontroll siRNA in %)
Nr. BSA Kontrolle | Kontroll siRNA | CBX5 Knockdown | KDM5B Knockdown|Unbehandelte Zellen
1 46,3010214 100 155,0194624 140,9392376 140,8600982
2 54,51864806 100 124,3440543 125,7405955 100,2489506
3 54,30793878 100 70,21463407 131,3526919 76,35236209
4 22,88028116 100 107,5910826 104,1812353 84,25657661

Werte der Abbildung 37: Mittelwerte der Zellmigration der Zelllinie MDA-MB-468 72 h
nach Transfektion mit CBX5-, KDM5B- oder Kontroll-siRNA sowie einer zusatzlichen
Kontrolle gegen serumfreies Medium in Prozent bezogen auf die Kontrolle mit Kontroll-
siRNA. Angegeben sind neben den Mittelwerten der einzelnen Versuchsdurchlaufe
aullerdem die zusammengefassten Mittelwerte der zwei Versuchsdurchlaufe und
deren Standardabweichung.

Migration: | 72 h nach Transfektion
Mittelwerte aus Nr. 2,3,4 Zellen pro mm?
Kontroll-siRNA | CBX5-Knockdown | KDM5B-Knockdown |Unbehandelte Zellen | Kontrolle gegen serumfreies Medium
49,56818182 85,30681818 88,375 71,69318182 4,681818182
Standardabweichung der Mittelwerte aus Nr. 3,4
Kontroll siRNA | CBX5 Knockdown | KDM5B Knockdown [Unbehandelte Zellen | Kontrolle gegen serumfreies Medium
9,73878885 10,30126015 2,233814604 27,43252899 4,69261773
Mittelwerte: Zellen pro mm’
Nr. Kontroll siRNA | CBX5 Knockdown | KDM5B Knockdown |Unbehandelte Zellen | Kontrolle gegen serumfreies Medium
3 56,45454545 92,59090909 89,95454545 91,09090909 1,363636364
4 42,68181818 78,02272727 86,79545455 52,29545455 8
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