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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) sind Serin/Threonin Proteinkinasen, deren enzymatische

Aktivitat durch korrespondierende Cycline reguliert wird. Einige CDKs kontrollieren den
Fortschritt des Zellzyklus, wahrend andere CDKs Uber die Phosphorylierung der C-terminalen
Doméane (CTD) der RNA Polymerase Il eine entscheidende Rolle bei der Genexpression
spielen. Zu Letzteren gehéren die Elongations-assoziierten Kinasen CDK12 und CDK13,
welche Serin2 der CTD wahrend der transkriptionellen Elongation phosphorylieren. Aufgrund
der Beteiligung von CDKs an diesen essentiellen biologischen Prozessen, werden CDK
Inhibitoren intensiv als potentielle anti-proliferative und pro-apoptotische Therapeutika flr die
Behandlung von Tumorerkrankungen evaluiert. Das pro-inflammatorische Zytokin
Interleukin-1 (IL-1) kontrolliert entziindungsférdernde Reaktionen im Kontext von Infektionen,
Gewebsverletzungen und Tumoren. Dabei induziert IL-1 einen Signalweg, welcher in der
Phosphorylierungs-abhangigen Degradation von Inhibitoren des Transkriptionsfaktors NF-kB
resultiert, welcher daraufhin in den Zellkern transloziert und spezifische
Genexpressionsprogramme aktiviert. Viele Zielgene von NF-kB codieren fiir Faktoren, welche
von der Zelle sezerniert werden und die Entzindungsreaktion weiter férdern oder unterbinden.
Die durch IL-1 und NF-kB regulierten Faktoren tragen zu einem tumorférdernden,
inflammatorischen Tumormikromilieu bei. Zu Beginn dieser Arbeit deuteten unveréffentlichte,
massenspektrometrische Analysen des Phospho-Proteoms darauf hin, dass einige CDKs
(inklusive CDK12 und CDK13) nach erfolgter Stimulation von HelLa Zellen mit IL-1 transient
phosphoryliert werden.

Ziel der Arbeit war es daher, das Zusammenspiel zwischen dem IL-1-NF-kB Signalweg und
CDKs in Bezug auf die Genexpression und Proteinsekretion inflammatorischer Mediatoren auf
funktioneller Ebene zu entschliisseln. Die Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche
pharmakologische CDK Inhibitoren diverse Phénotypen hervorrufen. Der pan-CDK Inhibitor
Flavopiridol supprimiert die IL-1 induzierte Genexpression und Proteinsekretion weitgehend.
Der selektive CDK12/13 Inhibitor THZ531 flihrt zu einer Suppression der Expression einiger
IL-1 Zielgene, wahrend die Expression anderer Zielgene deutlich induziert wird. Grund hierfur
konnte die Beeinflussung des negativen Regelkreislaufs des Signalwegs, durch die
verlangsamte (Re)-Synthese der NF-kB Inhibitoren IkBa und A20, sein. Der PROTAC
BSJ-4-116, welcher eine zielgerichtete Degradation von CDK12 und CDK13 induziert,
supprimiert zeit- und dosisabhangig die IL-1 vermittelte Aktivierung wichtiger Komponenten
des IL-1-NF-kB Signalwegs sowie die Genexpression und die Proteinsekretion
inflammatorischer Mediatoren. Die spezifische Degradation von CDK12 und CDK13 Uber ein
Auxin-induziertes Degron System bzw. Uber siRNA-vermittelte Depletion beeinflusst den IL-1-
NF-kB Signalweg hingegen kaum. In einem separaten Ansatz wurde in dieser Arbeit zudem

eine auf KLICK Chemie basierte Methode etabliert, die eine unvoreingenommene Analyse des



Zusammenfassung

sekretierten Proteoms in Anwesenheit von Serum zulasst. Erste Ergebnisse deuten darauf hin,
dass sowohl Serumentzug als auch die IL-1 Stimulation spezifische und unterschiedliche

Gruppen von sekretierten Proteinen als Reaktion auf Stress oder Entziindungsreize aktivieren.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass alle drei untersuchten CDK Inhibitoren die
Transkriptionselongation (gemessen an der RNA-Pol 1l CTD-Phosphorylierung), die
Proliferation und das Uberleben von vier verschiedenen Tumorzelllinien in vergleichbarer
Weise unterdricken, im Einklang mit ihren vertffentlichten Wirkungen auf einige der
Hauptmerkmale von malignen Tumoren. Allerdings unterscheiden sich die Inhibitoren stark in
ihren Auswirkungen auf die IL-1-NF-kB vermittelte Genexpression und Proteinsekretion. Diese
Wirkungen kénnten durch off target Effekte (auf andere Kinasen), nicht-kanonische Funktionen
der CDKs oder auf eine Kombination dieser beiden Moglichkeiten zurlickzufiihren sein.
Andererseits deutet der milde Phanotyp des genetischen Ansatzes zur Hemmung von CDK12
und CDK13 darauf hin, dass beide Kinasen hochspezifische Funktionen haben oder durch
andere Mitglieder der CDK Familie kompensiert werden kdnnen. Diese Daten geben auch
Hinweise auf einen nicht-kanonischen, IL-1 regulierten Weg, der durch noch unbekannte
Mechanismen die Sekretion von Entziindungsmediatoren trotz Unterdriickung der CDK12/13
Aktivitat aufrechterhalt.



Abstract

Abstract
Cyclin-dependent kinases (CDK) are serine/threonine proteinkinases, whose catalytic activity

is regulated by corresponding cyclins. Some CDKs regulate the progression of the cell cycle,
while others play an important role in gene expression by phosphorylating the C-terminal
domain (CTD) of RNA polymerase Il. The latter include the transcription-associated kinases
CDK12 and CDK13, which phosphorylate Serin2 of the CTD during transcriptional elongation.
Due to the involvement of CDKs in these essential biological processes, CDK inhibitors are
being intensely evaluated as anti-proliferative and pro-apoptotic therapeutics for the treatment
of cancer. The pro-inflammatory cytokine Interleukin-1 (IL-1) controls inflammatory processes
in the context of infection, tissue injuries and tumors by inducing a signaling pathway that
results in a phosphorylation-dependent degradation of inhibitors of the transcription factor
NF-kB, which consequently translocates to the nucleus and activates specific gene expression
programs. Several NF-kB target genes encode for soluble factors that are secreted by the cell
and promote or suppress inflammation. Therefore, IL-1 and NF-kB regulated factors contribute
to a tumor-promoting and inflammatory tumor microenvironment. At the beginning of this
thesis, unpublished mass-spectrometry analysis of the phospho-proteome indicated that some
CDKs (including CDK12 and CDK13) are transiently phosphorylated upon IL-1 stimulation in
Hela cells.

The aim of the study was to unravel the CDK- NF-«B crosstalk in relation to gene expression
and protein secretion of inflammatory mediators at the functional level. The results indicate
that various pharmacological CDK inhibitors cause divers phenotypes. The pan-CDK inhibitor
flavopiridol profoundly suppresses the IL-1 driven gene expression and protein secretion. The
selective CDK12/13 inhibitor THZ531 induces the expression of some IL-1 target genes, while
the expression of other target genes is suppressed. This may result from effects on the
negative feedback loop of the NF-kB signaling pathway, due to a delayed (re)-synthesis of the
NF-kB inhibitors IkBa and A20. The PROTAC BSJ-4-116, which induces the targeted
proteasomal degradation of CDK12 and CDK13, time- and dose-dependently suppresses the
IL-1 induced activation of important components of the IL-1-NF-kB signaling pathways and the
gene expression and protein secretion of inflammatory mediators. The specific degradation of
CDK12 and CDK13 using an auxin-inducible degron system or siRNA mediated decay only
slightly affects the IL-1-NF-«B signaling pathway. In a separate approach, a CLICK-chemistry
based method, that allows an unbiased analysis of the secreted proteome in the presence of
serum, was established in this study. First results suggest that both, serum-depletion and IL-1
stimulation activate specific and distinct sets of secreted proteins as a response to stress or

inflammatory stimuli.

In summary, these data show that all three CDK inhibitors suppress transcription elongation

(as measured by RNA polymerase Il CTD phosphorylation), proliferation, and survival of four
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different tumor cell lines in a comparable manner, consistent with their published effects on
some of the hallmarks of malignant tumors. However, the inhibitors differ greatly in their effects
on IL-1-NF-kB mediated gene expression and secretion. These effects could be explained by
off-target effects (on other kinases), noncanonical functions of CDKs, or a combination of these
two possibilities. On the other hand, the mild phenotype of the genetic approach suggests that
both kinases have highly specific functions or may be compensated by other members of the
CDK family. The data in CDK12 degron cells also provide evidence for a honcanonical IL-1
regulated pathway that maintains secretion of inflammatory mediators despite suppression of
CDK12/13 activity by unknown mechanisms.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die inflammatorischen Zytokine
Sobald Immunzellen klassische Krankheitserreger wie beispielsweise Bakterien, Viren oder

Parasiten erkennen, tritt eine schnelle Reaktion des angeborenen Immunsystems in Kraft.
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) werden von den Zellen des angeborenen
Immunsystems Uber spezifische Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) erkannt. Des Weiteren
kénnen endogene Alarmine bzw. Schadens-assoziierte molekulare Muster (DAMPSs), welche
infolge von zellularen Schéaden freigesetzt werden, erkannt werden. Die Erkennung von
Pathogenen oder Zellschaden induziert daraufhin die Synthese und die Freisetzung
verschiedener Entziindungsmediatoren (Chen and Nunez, 2010; Kumar et al., 2011,
Medzhitov and Janeway, 1997). Zu diesen Entziindungsmediatoren gehdren auch die
inflammatorischen Zytokine wie beispielsweise Chemokine, Interferone oder Interleukine. Es
handelt sich hierbei um kleine, regulatorische Proteine, welche eine essentielle Rolle fir die
Kommunikation im Immunsystem spielen und die Zellantwort auf Infektionen, Entziindungen
oder Trauma steuern. Diese Signalproteine kdnnen sowohl autokrin oder parakrin als auch
juxtakrin, endokrin oder intrazellular wirken. Zum einen gibt es die pro-inflammatorischen
Zytokine, welche die Entziindungsreaktion fordern und zum anderen sogenannte anti-
inflammatorische Zytokine. Diese reduzieren die Entziindungsreaktion und fordern die
Heilung. Wurden Zytokine von den Zellen des angeborenen Immunsystems freigesetzt, binden
diese an ihre eigenen Rezeptoren und amplifizieren die angeborene Immunantwort oder
unterdricken diese nach erfolgter Bekampfung der Infektion. Freigesetzte Zytokine sind
folglich grundlegende Botenstoffe und Lenker der Entziindungsreaktion (Dinarello, 2000,
2007; Liu et al., 2021a; Schmitz et al., 2011).

1.2 Interleukin-1 (IL-1)
Interleukin-1 (IL-1) ist eines der bedeutsamsten pro-inflammatorischen Zytokine. Es kontrolliert

entziindungsférdernde Reaktionen des angeborenen Immunsystems infolge von Infektionen
und Gewebsverletzungen. Dabei spielt es sowohl bei lokalen als auch bei systemischen
Entzindungsantworten eine wichtige Rolle. IL-1 steuert die Transkription, die mRNA
Stabilisierung, die Proteinsynthese und die unmittelbare Freisetzung weiterer Zytokine,
Chemokine, Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren in dem entziindeten Gewebe. Die
Expression mehrerer hundert Zielgene wird durch IL-1 in verschiedenen Zelltypen induziert.
Dazu gehoéren unter anderem IL-6, IL-8, CXCL2, MCP-1 und COX-2 (Dinarello, 2009;
Garlanda et al., 2013; Weber et al., 2010). Es gibt zwei Formen von Interleukin-1: IL-1a und
IL-1B. Beide Interleukine binden hochaffin an denselben Rezeptor, obwohl die codierenden
Gene nur eine Sequenzhomologie von 30 % aufweisen (Boraschi et al., 2018; Dinarello, 1997;
Dower et al., 1986; Kaneko et al., 2019; March et al., 1985).
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Aufgrund der bedeutsamen Funktion von IL-1 in der Entziindungsreaktion, spielt die
Uberschiissige Expression beispielsweise eine entscheidende Rolle in einigen
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoide Arthritis und Diabetes Typ |. Dartiber hinaus
kann das IL-1 System pharmakologisch beeinflusst werden. Ein IL-1 Rezeptor-Antagonist
(Anakinra) wird beispielsweise fur die Behandlung von rheumatoider Arthritis eingesetzt. Auch
ein IL-1B-Antikdrper (Canakinumab) und ein rekombinanter IL-1 Rezeptor (Rilonacept) haben
ihren Weg in die Kliniken fir die Behandlung von auto-inflammatorischen Krankheiten bereits
gefunden (Dinarello et al., 2012; Kaneko et al., 2019; Mantovani et al., 2019; Pretre et al.,
2022).

Neben der Regulation der akuten und chronischen Entziindung spielt IL-1 zudem eine
entscheidende Rolle bei der Reprogrammierung des Tumormikromilieus (Galdiero et al., 2018;
Mantovani et al., 2018). IL-1 wird in das Tumormikromilieu sekretiert und fordert dort
beispielsweise die Tumorgenese, die Invasivitat, die Angiogenese, die Metastasierung und die
Immunsuppression (Apte and Voronov, 2017; Briukhovetska et al., 2021; Diep et al., 2022;
Gottschlich et al., 2021; Mansouri et al., 2022).

1.3 Der IL-1 vermittelte Signalweg
IL-1a und IL-1B binden an denselben Rezeptor und induzieren Signalkaskaden, welche zur

Aktivierung mehrerer Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB und AP-1) filhren. Dies fuhrt

wiederum zur Expression vieler IL-1 Zielgene (Kaneko et al., 2019; Weber et al., 2010).

In einem ersten Schritt bindet IL-1 an den extrazellularen Bereich des spezifischen IL-1
Rezeptors Typ | (IL-1R1). Dadurch kommt es zu einer Liganden-induzierten
Konformationsanderung in der ersten Doméne des extrazellularen Rezeptors, welche die
Rekrutierung des IL-1 Rezeptor-akzessorischen Proteins (IL-1R3, friiher IL-1RacP) erméglicht
(Boraschi et al., 2018; Casadio et al., 2001). IL-1RacP ist dabei essentiell fir die Aktivierung
der IL-1 vermittelten Aktivierung der nachfolgenden Signaltransduktion (Wesche et al., 1997).
Durch die IL-1 vermittelte Heterodimerisierung der Rezeptoren werden die intrazellularen
Domanen in raumliche Nahe gebracht. Es handelt sich um sogenannte TIR-Doméanen, welche
sowohl im Toll-like-Rezeptor als auch im Interleukin-1-Rezeptor vorkommen. Der myeloische
Differenzierungsfaktor 88 (MyD88) und die Interleukin-1 Rezeptor-assoziierte Kinase 4
(IRAK4) lagern sich an die dimerisierten TIR-Domanen an (Brikos et al., 2007; Kaneko et al.,
2019). Beide Proteine sind kritische Komponenten des Signalwegs (Adachi et al., 1998; Suzuki
et al., 2002). Nach der Autophosphorylierung von IRAK4 und der IRAK4-katalysierten
Phosphorylierung von IRAK1 und IRAK2, interagiert der IRAK-Komplex mit dem TNF-
Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6). Es kommt zu einer Oligomerisierung von TRAF6 und
dessen E3-Ubiquitin-Ligase Aktivitat wird induziert (Baud et al., 1998). TRAF6 verknipft

Ubiquitin Gber Lysin-63 (K63) zu sogenannten nicht-degradativen Polyubiquitinketten an
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mehreren Komponenten des IL-1 Signalwegs. Dabei kommt es unter anderem zur
Polyubiquitinierung der MAP3-Kinase TGF-B-activated protein kinase kinase kinase (TAK1),
welche sich in einem Komplex mit den Adaptormolekilen TAB1 und TAB2 befindet (Deng et
al., 2000; Weber et al., 2010). TAK1 phosphoryliert nach dessen Aktivierung den IkB-Kinase
(IKK) Komplex bestehend aus IKKa, IKKB und IKKy/NEMO (Rebe and Ghiringhelli, 2020;
Rothwarf et al.,, 1998; Wang et al., 2001; Zandi et al., 1997). Der aktivierte IKK-Komplex
phosphoryliert wiederum das inhibitorische kB-Protein (IkBa). Die Phosphorylierung von IkBa
hat schlie3lich dessen Polyubiquitinierung und den proteasomalen Abbau zur Folge (Abb. 1.1).
IkBa bindet an das NF-kB Dimer, bestehend aus p65 und p50, und sorgt fir deren
zytoplasmatische Retention. Die IL-1 induzierte Degradation von IkBa ermdglicht somit die
Freisetzung des Transkriptionsfaktors, welcher daraufhin in den Zellkern transloziert und die
pro-inflammatorische Genexpression induziert (Bacher et al., 2021; Oeckinghaus and Ghosh,
2009).

Mehrere hundert IL-1 Zielgene werden tUber NF-kB induziert. Eines dieser Gene ist NFkBIA,
welches fur IkBa codiert. Nach erfolgter Re-Synthese von IkBa geht dieses in den Zellkern,
verdrangt NF-kB kompetitiv von Promotoren und sorgt fur den Ricktransport des
Transkriptionsfaktors in das Zytoplasma (Arenzana-Seisdedos et al., 1997). Zudem wird die
Expression von TNFAIP3 induziert. Dieses Gen codiert fur die Deubiquitinase A20, welche
den IKK Komplex negativ reguliert und somit den NF-kB Signalweg unterbindet. IL-1 induziert
somit einen negativen Regelkreislauf, welcher die Signaltransduktion kontrolliert und
deaktiviert (Meier-Soelch et al., 2021; Shembade and Harhaj, 2012).

Des Weiteren induziert IL-1 die Aktivierung weiterer Transkriptionsfaktoren (Abb.1.1). Der
aktivierte TAK1-Komplex phosphoryliert und aktiviert mehrere Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kinasen (MKKs). Dies fihrt wiederum zur Phosphorylierung der c-Jun
N-terminalen Kinase (JNK) und p38. Diese Kinasen phosphorylieren im Anschluss
beispielsweise das activator protein-1 (AP-1). Hierbei handelt es sich um einen weiteren
(hetero)dimeren Transkriptionsfaktor, der nach erfolgter Aktivierung in den Zellkern transloziert
und die Genexpression vieler IL-1 Zielgene koordiniert. Die Expression inflammatorischer
Gene wird kooperativ Uber die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren gesteuert.
Unter den IL-1 Zielgenen befinden sich viele Chemokine, welche nach erfolgter Synthese von
der Zelle in den extrazellularen Raum sekretiert werden (Dinarello, 2000; Holtmann et al.,
2001, Kyriakis and Avruch, 2012; Rebe and Ghiringhelli, 2020).
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Abb. 1.1 Der IL-1 vermittelte Signalweg.

IL-1a oder IL-1B binden an den IL-1 Rezeptor (IL-1R1). Dieser erféhrt eine extrazellulare Konformationsénderung
und dimerisiert mit dem IL-1R akzessorischen Protein (IL-1RacP). Die intrazellularen TIR-Domé&nen der Rezeptoren
werden in rAumliche Néhe gebracht, was die Anlagerung von MyD88 und IRAK4 ermdglicht. IRAK4 vermittelt
wiederum die Dimerisierung und (Auto)Polyubiquitinierung von TRAF6. Nicht-degradative Polyubiquitinketten
werden sodann auf TAK1 Ubertragen, welche sich in einem Komplex mit TAB1 und TAB2 befindet. TAK1 aktiviert
wiederum den IKK-Komplex bestehend aus IKKa, IKKB und IKKy. Der IKK-Komplex phosphoryliert IkB. Dies
resultiert in der Polyubiquitinierung und dem proteasomalen Abbau von IkB. Das p50/p65 Heterodimer wird
freigesetzt und kann in den Zellkern translozieren, wo es an NF-kB abhangige Enhancer und Promotoren bindet.
Des Weiteren fuhrt die Aktivierung von TAK1 zur Phosphorylierung von MKKs. Dies hat die Phosphorylierung von
AP-1 zur Folge. Auch dieser Transkriptionsfaktor transloziert in den Zellkern und aktiviert die IL-1 vermittelte
Genexpression pro-inflammatorischer Gene.

1.4 Der Transkriptionsfaktor NF-kB
Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-

cells) spielt eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, der Zellproliferation und dem Zelltod.
NF-kB beschreibt eine Transkriptionsfaktor-Familie bestehend aus funf Proteinen, welche
insgesamt 15 verschiedene Homo- und Heterodimere bilden kdnnen: cRel, RelA (p65), RelB,
p105/p50 (NF-kB1) und p100/p52 (NF-kB2) (Hoffmann et al., 2006; Meier-Soelch et al., 2021;
Smale, 2012). Jede dieser Untereinheiten besitzt eine NF-kB/Rel Homologiedoméne (RHD)

am N-Terminus, welche fur die Homo- bzw. Heterodimerisierung und die DNA-Bindung
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bendtigt wird. Die Untereinheiten c-Rel, RelA (p65) und RelB haben zudem eine c-terminale
Transaktivierungsdoméne (TAD) fur die Induktion der Transkription. Die Untereinheiten
p105/p50 (NF-kB1) und pl100/p52 (NF-kB2) besitzen wiederum keine eigene TAD. Diese
Untereinheiten liegen als Vorlauferproteine vor, welche entweder kotranslational (p105 zu p50)
oder posttranslational (p100 zu p52) prozessiert werden. Lediglich die prozessierten
Untereinheiten p50 und p52 bilden die DNA-bindenden Formen. Die verschiedenen NF-kB
Dimere binden an spezifische kB-Motive in den Promotoren und Enhancern der Zielgene und
regulieren die Transkription Uber die Rekrutierung weiterer Koaktivatoren oder Korepressoren
(Bacher et al., 2021; Hayden and Ghosh, 2008; Meier-Soelch et al., 2021; Oeckinghaus and
Ghosh, 2009; Priester et al., 2022). Die kB-Motive tauchen in vielen immunregulatorischen
Genen auf (Natoli et al., 2005).

Die Aktivierung von NF-kB findet sowohl Uber einen klassischen (kanonischen) als auch Gber
einen nicht-kanonischen Signalweg statt. Bei dem nicht-kanonischen Signalweg vermittelt
IKKa die Phosphorylierung von p100. Dies flhrt zur Prozessierung des Vorlauferproteins zu
p52. AnschlieRend werden Dimere aus p52/RelB gebildet, welche in den Zellkern translozieren
und die Genexpression spezifischer Zielgene induzieren (Kracht et al., 2020; Priester et al.,
2022; Sentftleben et al., 2001; Xiao et al., 2004). Das Heterodimer aus p65 und p50 bildet den
prototypischen NF-kB Komplex. Die Translokation dieses Heterodimers in den Zellkern wird

Uber den kanonischen Signalweg und damit beispielsweise durch IL-1 induziert (Abb. 1.1).

Insgesamt induziert das NF-kB System transkriptionelle Signalwege, welche die angeborene
und adaptive Immunitat regulieren. Da NF-kB somit eine zentrale Rolle bei der
Entziindungsantwort  spielt, bietet sich eine pharmakologische Inhibition dieses
Transkriptionsfaktors bei der Behandlung von auto-inflammatorischen Erkrankungen an.
Glukokortikoide wie beispielsweise Cortison hemmen NF-kB und induzieren Uber den

Glukokortikoidrezeptor die Expression von IkB (Auphan et al., 1995; Deroo and Archer, 2001).

1.5 Die Rolle von NF-kB in Tumorerkrankungen
NF-kB spielt eine zentrale Rolle in Tumoren, da er an der Bildung einer tumorférdernden,

inflammatorischen Umgebung beteiligt ist. Die ,tumorférdernde Entzindung® ist eines der
sogenannten hallmarks of cancer. Bereits im 19. Jahrhundert beschrieb Rudolf Wirchow eine
mdgliche Verbindung zwischen der Entziindung und Tumorerkrankungen. Er zeigte, dass
Leukozyten einen Tumor infiltrierten (Capece et al., 2018; DiDonato et al., 2012; Hanahan and
Weinberg, 2011). Heutzutage ist bekannt, dass Tumore oft von Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems infiltriert werden. Es entstehen inflammatorische Bedingungen in
der Tumorumgebung, welche eine wichtige Rolle in verschiedenen Stadien der
Tumorentwicklung spielen. Eine chronische Entziindung erhdht somit beispielsweise die

Wahrscheinlichkeit einer Tumorerkrankung. Wéahrend der Entstehung des Tumors kann die
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durch NF-kB getriebene inflammatorische Umgebung die Mutationsrate erhéhen und die
Proliferation der mutierten Zellen férdern. Auch die Tumorprogression ist abhéngig von einer
erhohten Zellproliferation und reduziertem Zelltod. Diese Prozesse sind ebenfalls
entziindungsgesteuert. Auch die Metastasierung des Tumors benétigt eine Kollaboration
zwischen Krebszellen, Immunzellen und stromalen Elementen. Aufgrund der Kontrolle tber
die inflammatorische Antwort hat NF-kB somit einen grof3en Einfluss auf die Tumorentstehung
und die Progression. Zusatzlich ist NF-kB in vielen Tumoren konstitutiv aktiviert. Die NF-kB
Aktivitat korreliert mit einem schlechteren Uberleben der Patienten, einer schnelleren
Tumorwiederkehr und  der eintretenden  Chemoresistenz.  Weiterhin  fuhren
funktionserhbhende Mutationen von upstream Aktivatoren von NF-kB zur Formation von
Tumoren (Capece et al., 2018; Diep et al., 2022; Grivennikov et al., 2010; Lalle et al., 2021,
Riedlinger et al., 2018; Singh et al., 2019; Taniguchi and Karin, 2018).

Viele Zielgene von NF-kB bzw. IL-1 codieren fiir Proteine, welche nach erfolgter Synthese von
der Zelle sekretiert werden. Haufig handelt es sich hierbei um Chemokine. Das
Tumormikromilieu und dessen Antitumor-Immunitat wird somit stark durch NF-kB und das
NF-kB-aktivierende IL-1 beeinflusst (Carmi et al., 2011).

Chemokine sind kleine, chemotaktische Proteine, welche die gerichtete Migration von
Leukozyten kontrollieren. Ein klassisches Chemokin, dessen Genexpression Uber den NF-kB
Signalweg aktiviert wird, ist CXCLS8/IL-8. Dieses Chemokin st ein lokaler
Entzindungsmediator, welcher eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis und Degranulation von
Leukozyten spielt. Es bindet an die G-Protein gekoppelten CXCR1/2 Rezeptoren und induziert
verschiedene intrazellulare Signalkaskaden, die die Entziindungsreaktion beeinflussen
(Baggiolini and Clark-Lewis, 1992; Harada et al., 1994; Liu et al., 2016; Russo et al., 2014).
Gleichzeitig hat IL-8 einen starken Einfluss auf die Angiogenese, die Metastasierung und das
Tumorwachstum (Fousek et al., 2021; Zhu et al., 2012). Anti-IL-8 Antikdrper reduzieren die
Tumorinfiltration durch Immunzellen, was zu einer besseren Prognose fihren kann (Sparmann
and Bar-Sagi, 2004). Kdirzlich wurde zudem gezeigt, dass die Inhibition der CXCLS8-
CXCR1/CXCR2 Achse das Tumormikromilieu reprogrammiert. Die Inhibition von
CXCR1/CXCR2 durch Reparixin fuhrt in Mausen mit Gliom mit zu einem langsameren
Tumorwachstum und einem verbesserten Uberleben. AuRerdem zeigen Mause, welche mit
Anti-IL-8 Antikérpern behandelt wurden, ein verringertes Tumorwachstum (Liu et al., 2023).
Diese préklinischen Studien zeigen daher erneut die Bedeutsamkeit von NF-kB in

Tumorerkrankungen.
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1.6 Cyclin-abhéangige Kinasen
Weitere Proteine, welche eine bedeutsame Rolle in Tumorerkrankungen spielen, sind Cyclin-

abhangige Kinasen (CDKs). CDKs sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, deren enzymatische
Aktivitdt und Substratspezifitat durch die Interaktion mit spezifischen Cyclinen reguliert wird.
In humanen Zellen gibt es insgesamt 20 CDKs, welche mit 29 verschiedenen Cyclinen
interagieren (Cao et al., 2014; Lukasik et al., 2021; Malumbres et al., 2009). Bei den Cyclinen
handelt es sich um kleine, regulatorische Untereinheiten ohne enzymatische Aktivitat. Sie
enthalten eine hochkonservierte Aminoséuresequenz bestehend aus ca. 100 Aminosauren:
die sogenannte Cyclin-Box. Diese ist verantwortlich fir die CDK-Bindung und deren
Aktivierung (Kobayashi et al., 1992; Nugent et al., 1991). Die Cycline weisen eine hohe
Spezifitdt zu den CDKs auf. Dabei interagiert jede Kinase mit einem spezifischen Set aus
Cyclinen (Morgan, 1995; Morgan, 1997). Ohne Cyclin-Bindung wird die ATP-Bindestelle der
CDKs blockiert. Es wird eine starke Strukturveranderung bendtigt, um die Kinaseaktivitat zu
ermdglichen. Die Bindung der Cycline fiihrt zu einer Konformationsanderung in der
Aktivierungsschleife (T-Schleife) der CDKs, welche die ATP-Bindung ermdglicht und die CDKs
teilweise aktiviert. Zuséatzlich wird die Aktivierungsschleife nach der Bindung eines Cyclins von
CDK-aktivierenden Proteinkinasen (CAK) phosphoryliert. Die aktivierende Phosphorylierung
eines Threonins nahe der ATP-Bindestelle ist notwendig, um die vollstandige Kinaseaktivitat
des CDK-Cyclin-Komplexes zu erlangen (Jeffrey et al., 1995; Lukasik et al., 2021; Malumbres,
2014; Malumbres and Barbacid, 2001; Malumbres and Barbacid, 2005; Pavletich, 1999). Bei
CDKY7 handelt es sich um die wichtigste CAK, welche alle CDKs phosphorylieren kann (Fisher,
2012). Zusétzlich gibt es endogene CDK Inhibitoren, welche die CDK-Aktivitat blockieren (Lim
and Kaldis, 2013; Morgan, 1995).

CDKs lassen sich in zwei Gruppen unterscheiden. Zum einen gibt es CDKs, welche den
Zellzyklus regulieren. Zum anderen sind einige CDKs wichtige Regulatoren der

Genexpression.

1.6.1 Die Zellzyklus-assoziierten CDKs
Der Zellzyklus ist ein stark kontrollierter Vorgang, welcher in vier verschiedene Phasen

unterteilt wird. Ziel ist die Kopie des genetischen Materials bzw. die Replikation der DNA und
die Zellteilung, so dass letztendlich zwei Tochterzellen mit identischem Genom vorliegen. In
der sogenannten G1-Phase (G=gap) bereiten sich die Zellen auf die DNA-Synthese vor. Dabei
werden beispielsweise die bendtigten Proteine fir die Replikation synthetisiert. Anschlieend
folgt die Synthese-Phase (S-Phase). Die DNA wird wahrend dieser Phase repliziert. Nach
Beendigung der DNA-Synthese besteht jedes Chromosom aus zwei DNA-Doppelhelices. Die
Zellen bereiten sich nun auf die Mitose bzw. die Zellteilung vor. Es handelt sich hierbei um die
G2-Phase, in welcher erneut bendétigte Proteine bereitgestellt werden. Die Phasen G1, S und

G2 werden auch als Interphase zusammengefasst, da diese Phasen zwischen zwei

11
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Zellteilungen liegen. In der anschlieRenden M-Phase wird der Zellkern bzw. die Chromosomen
geteilt (Mitose) und die Aufteilung des Zytoplasmas (Zellteilung) findet statt. Es liegen
schlie3lich zwei identische Tochterzellen vor. Die Zellen kénnen nun die nachste Zellteilung
vorbereiten. Alternativ konnen die Zellen arrestieren. Es handelt sich hierbei um die
sogenannte GO- bzw. Ruhephase. Durch anti-mitogene Signale bzw. durch die Abwesenheit
von mitogenen Signalen gehen die Zellen in diese Phase Uber (Berg et al., 2018; Malumbres
and Barbacid, 2001; Matthews et al., 2022; Norbury and Nurse, 1992; Schafer, 1998;

Vermeulen et al., 2003).

Die einzelnen Phasen des Zellzyklus werden dabei strikt von CDKs und den
korrespondierenden Cyclinen gesteuert. Die Zellzyklus-assoziierten CDKs, darunter CDK1,
CDK2, CDK3, CDK4, CDK6 und CDK?7, regulieren sowohl den Fortschritt des Zellzyklus als
auch die Zellteilung (Ding et al., 2020; Malumbres, 2014; Malumbres and Barbacid, 2005). Die
Proteinmenge der Kinasen &ndert sich dabei nicht. Die katalytische Aktivitat der CDKs wird
durch die Anwesenheit bzw. die Abwesenheit der Cycline reguliert (Traganos, 2014). In der
frihen G1-Phase des Zellzyklus interagieren CDK4 und CDK6 mit Cyclin D, wodurch die
Enzymaktivitat beider Kinasen induziert wird und die Zielproteine phosphoryliert werden. Zu
den Zielproteinen von CDK4/6 gehort beispielsweise Retinoblastom (Rb). Dieser
Tumorsuppressor spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus. Rb unterdrickt
die Transkription von E2F Zielgenen und blockiert damit den Ubergang von der G1-Phase in
die S-Phase. Durch die CDK4/6-katalysierte Phosphorylierung wird Rb inaktiviert und der
Transkriptionsfaktor E2F wird freigesetzt (Abb. 1.2). Folglich reguliert E2F Zielgene wie
beispielsweise CCNA2 und CCNE1, welche fur Cyclin A bzw. Cyclin E codieren. Proteine fur
die DNA-Synthese und die Mitose werden bereitgestellt und der Ubergang von der G1-Phase
in die S-Phase tritt ein (Adams, 2001; Burkhart and Sage, 2008; Ding et al., 2020; Lim and
Kaldis, 2013; Satyanarayana and Kaldis, 2009). Spezifische und ATP-kompetitive Inhibitoren
von CDK4/6 (Palbociclib, Abemaciclib und Ribociclib) werden fiir die Behandlung von
fortgeschrittenem Brustkrebs eingesetzt. Die Inhibitoren verhindern die Phosphorylierung von
Rb und damit den Austritt aus der G1-Phase, wodurch das Wachstum und die Verbreitung des
Tumors unterdruckt wird (Kwapisz, 2017). Die induzierte Expression von Cyclin E1 und Cyclin
E2 fuhrt zu deren Interaktion mit CDK2, welche dadurch in der spaten G1-Phase aktiviert wird.
CDK2 phosphoryliert unter anderem Proteine, welche notwendig fir die DNA-Replikation
(Replikationsfaktor A und C), die Centrosom-Duplikation und die Histonsynthese sind. Des
Weiteren komplettiert CDK2 die Phosphorylierung von Rb, um die Aktivierung der E2F-
gesteuerten Genexpression zu vollenden. Dadurch wird die S-Phase initiiert (Galderisi et al.,
2003; Ohtsubo et al., 1995). Im Verlauf des Zellzyklus wird Cyclin E durch Cyclin A verdrangt
und degradiert, um eine erneute Replikation zu verhindern (Hwang and Clurman, 2005). Der

Komplex, bestehend aus CDK2 und Cyclin A, steuert das Fortschreiten der S-Phase durch die
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Phosphorylierung von Proteinen, welche eine wichtige Rolle bei der DNA-Synthese spielen
(zum Beispiel CDCB6) (Petersen et al., 1999; Yam et al., 2002). Wahrend des Ubergangs in die
M-Phase bindet Cyclin A an CDK1. Diese Interaktion und die damit verbundene Aktivitat von
CDK1 ist entscheidend fir die Initiation der Prophase der Mitose (Furuno et al., 1999).
Wahrend der spaten G2-Phase bzw. der frihen M-Phase wird Cyclin A degradiert und Cyclin B
interagiert stattdessen mit CDK1, um die Mitose zu fordern und zu beenden. Der Komplex
CDK1/Cyclin B ist beispielsweise fur die Kondensation der Chromosomen und die
Assemblierung der mitotischen Spindeln verantwortlich (Ding et al., 2020; Malumbres and
Barbacid, 2001; Satyanarayana and Kaldis, 2009). Der CAK-Komplex, bestehend aus CDK7
und Cyclin H, ist wahrend des gesamten Zellzyklus aktiv. AuBerdem gibt es verschiedene
endogene Inhibitoren, welche die Zellzyklus-assoziierten CDKs inhibieren und damit den
Zellzyklus kontrollieren. Zum einen binden und inhibieren die Inhibitoren der INK4 Familie
(p16™K4a p15INK4b [ 8INK4e nd p19'NK4d) CDK4 und CDK6. Zum anderen werden die Komplexe
CDK2/CyclinE, CDK2/CyclinA, CDK1/CyclinA und CDK1/CyclinB durch Proteine der Cip/Kip
Familie (p21°P!, p27¢*2 und p57X*?) inhibiert (Pavletich, 1999; Sherr and Roberts, 1995;
Vermeulen et al., 2003).

Eine gestorte Zellproliferation gehort wie auch die tumorfordernde Entziindung zu den
sogenannten hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 2011). Die Regulation des
Zellzyklus steht zudem in Verbindung mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB bzw. der
Entzindungsreaktion. NF-kB fordert beispielsweise die Expression von anti-apoptotischen
und proliferativen Genen (Kucharczak et al., 2003). AuRerdem reguliert NF-kB die Expression
von Cyclin D1 und Cyclin E und kontrolliert damit das Zellwachstum (Guttridge et al., 1999;
Hinz et al., 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass Palbociclib, der selektive CDK4/6
Inhibitor, die NF-kB induzierte Genexpression stark supprimiert. CDK6 phosphoryliert die
NF-kB Untereinheit p65 an Serin536. Zudem wurde CDK6 an aktiven NF-kB Promotoren
gefunden. Arbeiten der AG Kracht zeigten zudem, dass CDK6 die Rekrutierung von p65 zum
IL8 Lokus fordert und eine erhéhte Funktion von CDK6 zu einer erhéhten Expression von IL8
fuhrt (Buss et al., 2012; Handschick et al., 2014).
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Abb. 1.2 Die Regulation des Zellzyklus durch Cylin-abh&ngige Kinasen.

Wahrend der G1-Phase des Zellzyklus interagiert Cyclin D mit CDK4/6, welche daraufhin Retinoblastom (Rb)
phosphorylieren. Diese Phosphorylierung erlaubt die Aktivierung der E2F-gesteuerten Genexpression und den
Ubergang von der G1- Phase in die S-Phase. CDK2/Cylin E leitet die DNA-Replikation ein. Im weiteren Verlauf
steuert der Komplex bestehend aus CDK2 und Cyclin A das Fortschreiten der Replikation und der Ubergang zur
G2-Phase wird reguliert. AnschlieBend interagiert Cyclin A mit CDK1 und die Mitose wird eingeleitet. Cyclin A wird
degradiert und Cyclin B interagiert mit CDK1, um die Mitose weiter zu férdern und zu beenden.

1.6.2 Die transkriptionellen CDKs
Bei der Transkription wird die genetische Information der DNA als Vorlage fir die Synthese

einer komplementaren RNA verwendet. Diese RNA-Synthese wird von RNA-Polymerasen
katalysiert. In eukaryotischen Zellen gibt es vier verschiedene RNA-Polymerasen. RNA-
Polymerase |l ist fur die Synthese der sogenannten messenger RNA (mRNA) verantwortlich.
Diese enthalt die genetische Information fiir die Aminoséuresequenz eines Proteins (Berg et
al., 2018). Die Transkription wird in drei Phasen unterteilt: die Initiation, die Elongation und die
Termination. Wahrend der Initiation wird der Pra-Initiationskomplex im Promotorbereich eines
Gens zusammengebaut. Das TATA-Bindeprotein, welches ein Teil von TFIID ist, bindet die
sogenannte TATA-Box, welche sich ca. 30 bp vor dem Transkriptionsstart befindet.
AnschlieRend werden weitere Transkriptionsfaktoren (TF) rekrutiert. TFIIA stabilisiert dabei die
Bindung von TFIID, wahrend TFIIB und TFIIF die RNA-Polymerase rekrutieren. Zusatzlich
vermittelt TFIIE die Bindung des Transkriptionsfaktors TFIIH, welcher eine ATP-abhangige
Helikasefunktion besitzt und die DNA nahe des Promotors entwindet (Buratowski, 2000;
Cramer, 2019; Orphanides et al., 1996). Nach der Initiation pausiert die Polymerase durch die
Anwesenheit der negativen Elongationsfaktoren DSIF und NELF. Der temporére Stopp der
RNA-Polymerase |l erlaubt beispielsweise die Rekrutierung von Enzymen, welche die RNA-

Prozessierung (z.B. das capping) steuern. Der positive Elongationsfaktorkomplex p-TEFb
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inhibiert wiederum DSIF und NELF und erlaubt den Ubergang in die produktive
Elongationsphase (Cramer, 2019; Yamaguchi et al., 1999; Zhou and Yik, 2006). Wahrend der
Elongation wird die zur DNA komplementare RNA in 5°-3° Richtung synthetisiert. Die RNA-
Polymerase katalysiert die Ausbildung einer neuen Phosphodiesterbindung. Dabei greift die 3
Hydroxylgruppe des letzten Nukleotids nukleophil die a-Phosphatgruppe des neuen
Nukleosidtriphosphats an. Die Elongation ist ein prozessiver Prozess, welcher durch
verschiedenste Elongationsfaktoren begleitet wird (Berg et al., 2018; Conaway and Conaway,
1999; Conaway et al., 2000). Die Termination der Transkription ist direkt mit der
Polyadenylierung verknipft. Die RNA-Polymerase transkribiert am Ende eines Gens uber die
sogenannte Polyadenylierungsstelle hinweg (AAUAAA). Dies leitet die Termination der
Transkription ein. Die Freisetzung und Polyadenylierung der RNA findet 10-30 nt downstream
des Polyadenylierungssignals und 30 nt upstream einer GU-reichen Region statt. CPSF
(cleavage and polyadenylation specificity factor) und CSTF (cleavage stimulation factor)
erkennen diese beiden Sequenzen. CPSF73 besitzt eine Endonukleaseaktivitat und
katalysiert die Spaltung und die damit verbundene Freisetzung der RNA (Richard and Manley,
2009). In eukaryotischen Zellen ist die Transkription direkt (ko-transkriptionell) an einige
Prozessierungsschritte gekoppelt. Die mRNA wird wahrend der Transkription mit einer
7-Methylguanosin-Kappe (Cap) am 5°-Ende versehen. Des Weiteren werden nicht-codierende
Introns durch das SpleiRosom entfernt und die protein-codierenden Exons verkntipft. Nach der
Spaltung der mRNA wird das 3° Ende aulierdem polyadenyliert (Bentley, 2014).

Eine besondere Rolle bei der Transkription spielt die C-terminale Domane (CTD) von RNA-
Polymerase Il. Es handelt sich hierbei um eine Verlangerung der groRten Untereinheit der
RNA-Polymerase Il (RBP1). Die CTD besteht in humanen Zellen aus 52 Wiederholungen des
Heptapeptids Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. Jede dieser Aminosduren kann post-translational
modifiziert werden. Ser2, Ser5, Ser7, Tyrl und Thr4 kénnen beispielsweise phosphoryliert
werden. Durch die verschiedenen Modifikationen wird die Konformation der RNA-Polymerase
verandert, wodurch die Aktivitat beeinflusst wird. Die unterschiedlichen CTD-Modifikationen
erfolgen sehr dynamisch und erlauben im Verlauf der Transkription die Rekrutierung
verschiedener regulatorischer Faktoren (Jeronimo et al., 2013; Saunders et al., 2006). Die
CTD interagiert je nach Phosphorylierungsstatus mit Histon-Methyltransferasen, capping-
Enzymen, Splei3faktoren oder den Faktoren fur die Polyadenylierung und koppelt dadurch die
Transkription an Histon-Methylierungen, capping, Spleien und Polyadenylierung. Der
sogenannte ,CTD-Code“ beschreibt die unterschiedlichen Kombinationen aus CTD-
Modifikationen, welche unterschiedliche Interaktionsflachen fir die verschiedenen
regulatorischen Faktoren schaffen. Somit bestimmt der CTD-Code die Position der RNA-
Polymerase Il im Transkriptionszyklus (Buratowski, 2003; Jasnovidova and Stefl, 2013).

Hauptsachlich wird die CTD dabei von CDKs phosphoryliert. Die transkriptionellen CDKs,
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darunter CDK7, CDK8, CDK9, CDK12 und CDK13, beeinflussen Uber diesen Mechanismus
mittels der Phosphorylierung der CTD die Genexpression (Malumbres, 2014). Im Gegensatz
zu den Zellyzyklus-assoziierten CDKs sind die transkriptionellen CDKs permanent mit den
korrespondierenden Cyclinen assoziiert. Sie werden als Teil eines gré3eren Komplexes zum
Chromatin rekrutiert (Fisher, 2012). Die noch unphosphorylierte RNA-Polymerase wird
wahrend der Initiation von dem Pré-Initiationskomplex rekrutiert (Egloff and Murphy, 2008;
Phatnani and Greenleaf, 2006). Wahrend der Initiation wird die CTD von RNA-Polymerase I,
welche sich in Nahe des Promotors befindet, von CDK7 an Ser5 phosphoryliert (Abb. 1.3).
CDK?7 ist dabei Teil des Transkriptionsfaktor-Komplexes TFIIH, der auRerdem noch Cyclin H
und MAT1 enthalt (Greber et al., 2020). Die CTD ist somit lediglich an Ser5 phosphoryliert und
die transkriptionelle Initiation wird reguliert (Orphanides et al., 1996; Serizawa et al., 1995).
Uber die Ser5-Phosphorylierung der CTD werden auRerdem die bendétigten capping-Enzyme
rekrutiert (Buratowski, 2003; Fabrega et al., 2003; Schroeder et al., 2000). Zudem
phosphoryliert CAK/CDK7 die Kinase CDK9 in ihrer Aktivierungsschleife und sorgt somit fiir
die vollstandige enzymatische Aktivitat dieser Kinase (Larochelle et al., 2012). CDK9/CylinT
ist Teil des Elongationsfaktor-Komplexes p-TEFb, welcher den Eintritt in die Elongationsphase
der Transkription reguliert. CDK9 phosphoryliert zudem die CTD an Ser2 und steuert somit die
Elongation und den Start der RNA-Prozessierung (Bartkowiak and Greenleaf, 2011; Peterlin
and Price, 2006). Auch CDK12 und CDK13, welche mit Cyclin K interagieren, sind
Elongations-assoziierte Kinasen, welche Ser2 der CTD downstream von CDK9
phosphorylieren (Bartkowiak et al., 2010; Cheng et al., 2012; Greenleaf, 2019; Tellier et al.,
2020). Wahrend der Transkription nimmt die Phosphorylierung von Ser2 der CTD entlang des
Gens stetig zu, wahrend die Ser5-Phosphorylierung ihren Hochststand in der Nahe des
Promotors und des Transkriptionsstarts erreicht. Im Verlauf der Transkription wird Ser5
dephosphoryliert. Die simultane Phosphorylierung von Ser2 und Ser5 steuert das SpleiRen,
wahrend die alleinige Phosphorylierung von Ser2 am Ende des Gens fir die Rekrutierung der
Polyadenylierungsfaktoren und der Terminationsmaschinerie sorgt (Ahn et al., 2004; Egloff
and Murphy, 2008; Harlen and Churchman, 2017; Komarnitsky et al., 2000). Somit steuern die
transkriptionellen CDKs den Fortschritt der Transkription Uber unterschiedliche
Phosphorylierungen der CTD von RNA-Polymerase Il. Des Weiteren ist CDK8 Teil des
Mediator-Komplexes. Hierbei handelt es sich um einen Aktivatorkomplex, welcher Signale von

den Transkriptionsfaktoren zur Polymerase sendet (Allen and Taatjes, 2015).
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Abb. 1.3 Regulation der Transkription durch Cyclin-abh&ngige Kinasen.

Als Teil des TFIIH-Komplexes phosphoryliert CDK7/CyclinH die CTD der RNA-Polymerase Il an Ser5 wahrend der
Initiation der Transkription. CDK9/CyclinT ist Teil des Elongationsfaktor-Komplexes p-TEFb, welcher den Eintritt in
die Elongationsphase der Transkription kontrolliert. Dabei phosphoryliert CDK9 die CTD an Ser2. Downstream von
CDK®9 phosphorylieren auch CDK12 und CDK13, welche mit CyclinK interagieren, Ser2 der CTD, um die Elongation
zu steuern. Die Ser2-Phosphorylierung nimmt somit entlang des Gens in 5'-3° Richtung zu, wahrend die
Phosphorylierung an Ser5 abnimmt. Uber die unterschiedlichen Stadien der CTD-Phosphorylierung wird die
Transkription und die damit verbundenen RNA-Prozessierungen gesteuert (Chou et al., 2020).

1.7 Die Funktionen von CDK12
Wie bereits beschrieben handelt es sich bei CDK12 um eine Elongations-assoziierte CDK,

welche Ser2 der CTD von RNA-Polymerase Il wahrend der transkriptionellen Elongation
phosphoryliert. CDK12 und die homologe Kinase CDK13 weisen eine Sequenzhomologie von
43 % auf, wahrend die Kinasedomane zu 93 % identisch ist. Beide CDKs interagieren
vorzugsweise mit Cyclin K. Aul3erdem interagieren CDK12 und CDK13 mit den Cyclinen L1
und L2. Allerdings ist die Interaktion mit Cyclin K kritisch fiir die Phosphorylierung der CTD
(Chen et al., 2006; Chen et al., 2007; Cheng et al., 2012; Kohoutek and Blazek, 2012; Lui et
al., 2018). Des Weiteren besitzen CDK12 und CDK13 im Vergleich zu den tbrigen CDKs ein
groRes Molekulargewicht (165 kDa). Die Kinasedomanen befinden sich jeweils im Zentrum
der Kinasen. Beide Kinasen besitzen zudem N-terminale Arginin- und Serin-reiche Motive (RS-
Motive), welche beispielsweise flir die Assemblierung mit SpleiRfaktoren bekannt sind.
Zusatzlich haben beide Kinasen mehrere Prolin-reiche Regionen (Kohoutek and Blazek, 2012;
Malumbres, 2014; Pilarova et al., 2020). Trotz der ausgepragten Sequenzhomologie gibt es

Hinweise dafur, dass sich die Funktionen von CDK12 und CDK13 unterscheiden.

Insbesondere CDK12 ist eine molekular relativ gut untersuchte Kinase, welche essentielle
Funktionen in der Zelle tbernimmt. Als Elongations-assoziierte CDK lokalisiert CDK12 an den
Promotoren und in den Genkdrpern. Die Chromatinbindung von CDK12 Uberlappt dabei mit
der Bindung der RNA-Polymerase, was darauf schliel3en lasst, dass sich CDK12 zusammen
mit der Polymerase entlang des Gens bewegt (Bartkowiak et al., 2010; Pilarova et al., 2020;
Zhang et al., 2016). CDK12 kann sowohl Ser2 als auch Ser5 der CTD phosphorylieren. Die
Aktivitdt von CDK12 wird fur eine stabile Assoziation von Elongations- und
Terminationsfaktoren benétigt. Aul3erdem koppelt CDK12 die Transkription an die

Polyadenylierung, da die Ser2-Phosphorylierung zZur Rekrutierung der

17



Einleitung

Polyadenylierungsfaktoren fuhrt (Ahn et al., 2004; Bosken et al., 2014; Davidson et al., 2014,
Tellier et al., 2020). Die Phosphorylierung der CTD durch CDK12 ist damit essentiell fir eine
effiziente und optimale Transkription. Eine Inhibition bzw. Inaktivierung von CDK12 fihrt zu
einer veranderten Phosphorylierung der CTD, was eine verlangsamte Elongation und eine
frihzeitige Termination der Transkription zur Folge hat. Die Termination der Transkription
erfolgt bei inaktiven CDK12 bevorzugt an intronischen Polyadenylierungsstellen (IPA), so dass
keine vollstandige mMRNA synthetisiert wird und kein funktionsfahiges Protein entstehen kann
(Abb. 1.4). Es kommt zu einem transkriptionellen Defekt (Choi et al., 2020; Chou et al., 2020;
Dubbury et al., 2018; Pilarova et al., 2020).
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Abb. 1.4 Einfluss einer CDK12 Inaktivierung auf die Transkription. CDK12/CyclinK phosphoryliert die CTD an
Ser2 und ermdglicht eine effiziente Elongation. Die Termination der Transkription erfolgt an kanonischen
Polyadenylierungsstellen (PA). Ist CDK12 inaktiviert, ist der Phosphorylierungsstatus der CTD veréndert. Dies fuhrt
zu einer verlangsamten Elongation und die Termination erfolgt frihzeitig an intronischen Polyadenylierungsstellen
(IPA). Es kommt zu einem transkriptionellen Defekt, da unvollstdandige mRNAs entstehen (Pilarova et al., 2020).

Besonders betroffen von diesem Defekt sind dabei Gene, welche eine hohe Anzahl an IPAs
besitzen. AuBerdem beeinflusst die Inaktivierung von CDK12 vor allem lange Gene, welche
viele Exons besitzen. Aus diesem Grund sind hauptsachlich DNA-Reparaturgene (z.B.
BRCA1, BRCA2, ATM und ATR) und Replikationsgene betroffen. Es kommt zu einem globalen
Defekt der DNA-Reparatur, wobei vor allem die homologe Rekombination betroffen ist. Die
homologe Rekombination dient der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen. CDK12 hélt die
Genomstabilitat aufrecht und eine Inaktivierung hat eine erhéhte Instabilitat des Genoms zur
Folge (Blazek et al., 2011; Dubbury et al., 2018; Joshi et al., 2014; Krajewska et al., 2019;
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Liang et al., 2015). Die Beeinflussung der Replikationsgene resultiert zudem in einem

Replikationsstress der Zellen (Chirackal Manavalan et al., 2019).

Des Weiteren wird CDK12 eine essentielle Rolle bei dem SpleiBvorgang zugeschrieben.
CDK12 besitzt 21 RS-Motive, welche auf eine Funktion in der RNA-Prozessierung hinweisen.
Aulerdem ko-lokalisiert CDK12 mit SC35, einer Komponente des SpleiRosoms, in
sogenannten nuklearen ,speckles®. Des Weiteren phosphoryliert CDK12 eine Untereinheit der
Ul snRNP (Bartkowiak and Greenleaf, 2015; Ko et al., 2001; Tien et al., 2017).

Doch nicht nur in der Transkription spielt CDK12 eine Rolle, sondern auch bei der Translation.
Zusammen mit mMTOR phosphoryliert CDK12 den Translationsrepressor 4E-BP1 und
kontrolliert damit die Bindung des Translationsinitiationsfaktors elF4G. Dieser reguliert die
Translation der mTOR Zielproteine, wodurch das Zellwachstum gesteuert wird. Ist CDK12
inaktiv, wird die Phosphorylierung von 4E-BP1 verringert, was eine verminderte Translation
zur Folge hat. Beeinflusst werden dabei vor allem Proteine fir die Mitose. Es kommt zu einem
mitotischen Defekt bzw. zu einem Segregationsdefekt (Choi et al., 2020; Choi et al., 2019;
Pilarova et al., 2020).

Auch die homologe Kinase CDK13 lokalisiert in nuklearen speckles und interagiert dort mit
SpleiRfaktoren (Chen et al., 2007; Even et al., 2006). Auch das Spleif3en viraler (HIV) mRNA
wird durch CDK13 reguliert (Berro et al., 2008). CDK13 kann ebenfalls Ser2 und Ser5 der CTD
phosphorylieren. Zudem reguliert CDK13 die Expression von Genen, welche an
Wachstumsprozessen beteiligt sind (Fan et al., 2020; Greifenberg et al., 2016). Allerdings
scheint die Depletion von CDK13 keinen Einfluss auf DNA-Reparaturgene zu haben (Blazek
et al, 2011; Krajewska et al, 2019; Liang et al., 2015). Kdurzlich wurden der
Translationsrepressor 4E-BP1 und der Translationsinitiationsfaktor elF4B als Substrate von
CDK13 identifiziert. Eine simultane Inhibition von CDK13 und mTORC1 (durch Rapamycin)
blockiert die Proteinsynthese und induziert den Zelltod. CDK13 spielt somit ebenfalls eine

wichtige Rolle bei der Proteinsynthese (Wu et al., 2023).

1.8 CDK12/13 als potentielle therapeutische Angriffspunkte und Biomarker
Da CDK12 diverse Funktionen fiir die Aufrechterhaltung der Genomstabilitat besitzt und ein

Funktionsverlust Tumorerkrankungen zur Folge haben kann, wird CDK12 auch als
Tumorsuppressor angesehen. Eine Genominstabilitédt gehort ebenfalls zu den hallmarks of
cancer (Hanahan and Weinberg, 2011). Eine erhohte Aktivitdt von CDK12 (durch
Genamplifikation der gain of function Mutanten) hatte wiederum eine erhdhte Genomstabilitat
zur Folge, die als gegenteiliger Effekt sogar zum verbesserten Uberleben der Krebszellen
beitragen kdnnte. CDK12 kann somit sowohl als Biomarker bzw. Tumorsuppressor als auch
als potentieller therapeutischer Angriffspunkt gesehen werden (Lui et al., 2018). Genomische

Veranderungen von CDK12 treten sehr haufig in den verschiedensten Tumoren auf. Im
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Ovarialkarzinom, bei Brustkrebs und bei Lungen-Adenokarzinomen treten haufig
funktionsvermindernde Mutationen auf. Aber auch Amplifikationen sind sehr Ublich in den
unterschiedlichsten Tumorerkrankungen. Im Ovarialkarzinom tritt CDK12 aul3erdem als eines
der 10 am haufigsten mutierten Gene auf (Cancer Genome Atlas Research, 2011; Choi et al.,
2020; Ekumi et al., 2015; Liu et al., 2021b; Lui et al., 2018; Pilarova et al., 2020). Die
Mutationen treten dabei hauptséachlich in der Kinasedoméane auf, wodurch die katalytische
Aktivitat von CDK12 beeinflusst wird (Ekumi et al., 2015; Joshi et al., 2014; Lui et al., 2018).

Wie bereits beschrieben reguliert CDK12 die Expression von BRCAL und BRCA2, welche eine
entscheidende Rolle in der homologen Rekombination spielen. Es handelt sich hierbei
ebenfalls um Tumorsuppressoren. Ein Verlust von BRCA fiihrt zu DNA-Schaden und
Replikationsstress. Genomische Veranderungen von CDK12 generieren somit eine
funktionslose homologe Rekombination, was endogene DNA-Schaden zur Folge hat. Es
kommt zur Genominstabilitat. AuRerdem wird die Sensitivitat fir DNA-schadigende Stoffe
erhoht (Blazek et al.,, 2011; Gaillard et al., 2015; Lui et al.,, 2018; Quereda et al., 2019).
Synthetische Letalitat wird erreicht, wenn Zellen durch die (CDK12-abh&ngige) Inaktivierung
von zwei Genen nicht mehr in der Lage sind, DNA-Schaden zu reparieren. Dies erfolgt z.B.
bei dualer Inaktivierung der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) und BRCA. PARP ist
verantwortlich fur die Reparatur von Einzelstrangbriichen der DNA (ber die sogenannte
Basen-Exzisionsreparatur. Ist zusatzlich auch die homologe Rekombination durch die
Inaktivierung von BRCAL/2 gestort, konnen Strangbriche der DNA nicht mehr repariert
werden. Daher werden PARP Inhibitoren beispielsweise bei Brustkrebs oder
Ovarialkarzinomen eingesetzt, wenn eine BRCA1/2 Mutation und damit ein Funktionsverlust
dieser Tumorsuppressoren vorliegt. Die Therapie mit PARP Inhibitoren ist daher limitiert auf
Patientinnen mit validierter BRCA1/2 Mutation. Eine zuséatzliche Inaktivierung von CDK12
macht die Zellen sensitiver fiir die Behandlung mit PARP Inhibitoren, da auch auf diesem Weg
die Expression von BRCA1/2 supprimiert wird. Die Kombination aus PARP Inhibitoren und
CDK12 Inhibitoren kann daher ebenfalls synthetische Letalitat induzieren und CDK12 ist somit
ein moglicher therapeutischer Ansatz fur die Erhaltungstherapie von fortgeschrittenem,
metastasierendem Brustkrebs (Bajrami et al., 2014; Cortesi et al., 2021; Iniguez et al., 2018;
Quereda et al., 2019; Sonnenblick et al., 2015).

Die bi-allelische Inaktivierung von CDK12 induziert einen einzigartigen Phanotyp der
Genominstabilitdt. Es entstehen sogenannte fokale Tandem-Duplikationen. Dabei treten
vermehrt Genfusionen auf. Bei einer Inaktivierung von CDK12 entstehen bis zu 800 Tandem-
Duplikationen, welche zufallig im Genom verteilt sind und auf jedem Chromosom auftreten.
Dabei entstehen vermehrt Neoantigene, welche durch das Immunsystem erkannt werden und
eine verstarkte Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen im Tumormikromilieu hervorrufen

kénnten. Aus diesem Grund waren Zellen mit inaktiven CDK12 sensitiver fur die sogenannte
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Immun-Checkpoint-Therapie mittels PD-1 oder PD-L1 Inhibitoren. Die Interaktion zwischen
PD-1 (T-Zelle) und PD-L (auf einer Gewebszelle) inaktiviert die Funktion der T-Zellen wahrend
einer natilrlicherweise ablaufenden transienten Immunreaktion im Gewebe. Durch
Uberexpression von z.B. PD-L1 ,missbrauchen“ Krebszellen diesen Mechanismus der
Immunkontrolle und schiitzen sich effektiv vor der Zerstérung durch cytotoxische T-Zellen.
Durch die therapeutische Inhibition der PD-1/ PD-L1 Interaktion im Tumorgewebe mittels
monoklonaler Antikorper, werden die T-Zellen wieder reaktiviert. Ein erhdhtes
Neoantigenrepertoire durch eine CDK12/13 Inhibition bzw. einen genetischen Verlust von
CDK12 erhoht daher die Effektivitat einer gleichzeitigen Gabe von PD-1 oder PD-L1 Inhibitoren
(Antonarakis et al., 2020; Li et al., 2020; Pardoll, 2012; Popova et al., 2016; Wu et al., 2018).

1.8.1 Pharmakologische Perturbationsmdglichkeiten von CDK12 und CDK13
Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um (Cylin-abhdngige) Kinasen pharmakologisch zu

perturbieren. Eine Mdglichkeit ist die Inhibition der Kinaseaktivitat. Hierflir stehen verschiedene
niedermolekulare Inhibitoren zur Verfugung. In dieser Arbeit wurden die beiden CDK
Inhibitoren Flavopiridol und THZ531 fur funktionelle Studien eingesetzt. Flavopiridol ist ein
sogenannter pan-CDK Inhibitor (Abb. 1.5), welcher ATP-kompetitiv mehrere CDKs inhibiert.
Einerseits inhibiert Flavopiridol die Zellzyklus-assoziierten CDKs (CDK1, CDK2, CDK4/6) und
fuhrt somit einen Arrest des Zellzyklus herbei. Andererseits hemmt Flavopiridol CDK7 und
CDK®9, welche wie zuvor ausgefiihrt eine wichtige Rolle bei der Transkription spielen. Es wurde
gezeigt, dass bei niedrigen Dosen der transkriptionelle Hemmeffekt von Flavopiridol den
Uberwiegenden Phanotyp darstellt, da CDK9 bereits bei einer 5-10-fach geringeren Dosis
inhibiert wird (Blagosklonny, 2004; Kelland, 2000). Weiterhin wurde in dieser Arbeit der
selektive CDK12/13 Inhibitor THZ531 verwendet. THZ531 ist ein kovalenter Inhibitor, der an
ein Cystein (Cys 1039 fiir CDK12 und Cys 1017 fur CDK13) auRRerhalb der Kinasedomane
bindet. Die Inhibition ist damit irreversibel (Zhang et al., 2016).
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Abb. 1.5 Zielmolekuile der in dieser Arbeit verwendeten CDK Inhibitoren Flavopiridol und THZ531.
Flavopiridol inhibiert sowohl Zellzyklus-assoziierte CDKs (CDK1,2,4/6) als auch transkriptionelle CDKs (CDK7,9).
Dagegen ist THZ531 ein selektiver CDK12/13 Inhibitor.
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Eine weitere Moglichkeit der pharmakologischen CDK Perturbation bieten sogenannte
proteolysis targeting chimera oder PROTACs. Es handelt es sich hierbei um eine
zellpermeable, niedermolekulare Substanz, welche eine intrazellulare Degradation seines
Zielproteins verursacht. PROTACs bestehen aus zwei verschiedenen Liganden, welche
kovalent Uber einen Linker miteinander verknupft sind. Ein Ligand bindet das Zielprotein
wahrend der andere Ligand fiir die Rekrutierung einer E3 Ubiquitin Ligase verantwortlich ist.
Durch die Bindung des PROTACs an das Zielprotein und die E3 Ligase, werden diese in
raumlich Nahe gebracht. Dies resultiert in der K48-Ubiquitinierung des Zielproteins, was
wiederum den proteasomalen Abbau zur Folge hat. Der PROTAC verursacht somit eine
intrazellulare Proteolyse (Bekes et al., 2022; Nalawansha and Crews, 2020). Jiang et al. haben
in 2021 einen PROTAC entwickelt, welcher spezifisch gegen CDK12 gerichtet ist. Als Gerist
wurde der Cereblon (CRBN)-abhéngige Multi-Kinase PROTAC TL12-186 verwendet. Das
4-(1-Piperazinyl)-anilin von TL12-186 wurde durch ein (R)-3-Aminopiperidin ersetzt, um den
spezifischen CDK12-PROTAC BSJ-4-116 zu erzeugen. Das (R)-3-Aminopiperidin stammt
dabei aus dem selektiven CDK12/13 Inhibitor THZ531 (Jiang et al., 2021). Im Gegensatz zur
Hemmung der enzymatischen Aktivitat bzw. der Kinaseaktivitat, sorgt BSJ-4-116 somit fiir eine
Degradation des kompletten CDK12 Proteins (Abb. 1.6).

PROTAC BSJ-4-116 TL12-186

s
o= i
Ligand fiir e Ligand o 1t SOK12
E3 Ligase fiir CDK12 A o RPN
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Ligand fiir
E3 Ligase

THZ531

a&&°
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@ ( ork.2 /)
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Degradation durch das
Proteasom

Abb. 1.6 Funktionsweise des PROTACs BSJ-4-116.

Der PROTAC besteht aus zwei Liganden, welche kovalent Uber einen Linker verbunden sind. Ein Ligand bindet
spezifisch an CDK12 wahrend der zweite Ligand die E3 Ligase Cereblon (CRBN) bindet und somit rekrutiert. Dies
resultiert in der Ubiquitinierung von CDK12 und dem Abbau durch das Proteasom. Die Struktur von BSJ-4-116
basiert auf dem CRBN-abhéngigen Multi-Kinase PROTAC TL12-186. Das 4-(1-Piperazinyl)-anilin von TL12-186
wurde durch ein (R)-3-Aminopiperidin ersetzt, welches aus dem selektiven CDK12/13 Inhibitor THZ531 stammt
(Jiang et al., 2021).

1.9 Das Sekretom der Zelle im Kontext der Genexpression
Das Sekretom beschreibt die Gesamtheit aller Faktoren, die von einer Zelle in den

extrazellularen Raum abgegeben werden (Agrawal et al., 2010; Tjalsma et al., 2004; Uhlen et
al., 2019). Sekretierte Faktoren sind beispielsweise = Chemokine, Hormone,

Verdauungsproteine, Antikérper, Kolonie-stimulierende Faktoren, Interferone, Tumor-

22



Einleitung

Nekrose-Faktoren, Zytokine, Wachstumsfaktoren, extrazellulare Vesikel (EV) und microRNAs.
Diese Faktoren werden entweder individuell oder in Vesikeln abgegeben (da Cunha et al.,
2019; Paltridge et al., 2013; Ritchie et al., 2021; Zhang et al., 2018). Bei Zytokinen und der
Untergruppe der Chemokine handelt es sich beispielsweise um typische Botenstoffe, welche
im Rahmen einer Immunreaktion von Zellen verstarkt synthetisiert und sekretiert werden, um
z.B. Leukozyten in einen geschadigten Gewebbereich zu rekrutieren und zu reprogrammieren
(Dyer, 2020; Stanley and Lacy, 2010; Turner et al., 2014). Das Sekretom spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation vieler essentieller biologischer Prozesse. Es steuert beispielsweise
die Zell-Zell-Kkommunikation und die Immunantwort tGber lokale und systemische Signalwege
(da Cunha et al., 2019; Ritchie et al., 2021; Uhlen et al., 2019). Die Zusammensetzung des
Sekretoms ist in vielen Krankheiten wie beispielsweise bei Tumorerkrankungen verandert
(Song et al., 2019; Stastna and Van Eyk, 2012). Dies hat Einfluss auf die Tumorgenese, die
Tumorsuppression, die Angiogenese und weitere tumorférdernde Signalwege. Das
Krebssekretom foérdert die Immunsuppression, die Therapieresistenz und die Metastasierung
(Madden et al., 2020; Paltridge et al., 2013; Ritchie et al., 2021; Robinson et al., 2019). Aus
diesem Grund werden Komponenten des Sekretoms intensiv als Biomarker und
therapeutische Ziele evaluiert (Padgaonkar et al., 2023; Pavlou and Diamandis, 2010). Auch
EVs modifizieren das Tumormikromilieu und foérdern Tumorprogression, Angiogenese und
Therapieresistenz und dienen als Biomarker (Urabe et al., 2020), da sie wichtige Botenstoffe
wie Proteine, Nukleinsduren und Lipide enthalten koénnen, deren Zell-Zell-Transport eine
besondere Form der interzellularen Kommunikation ermgglicht (van Niel et al., 2018).

Im Gegensatz zu dem codierenden Genom (im Mensch ca. 20.000 Gene) (Nurk et al., 2022)
ist die genaue Dimension des sekretierten Proteoms unscharf definiert und fir viele
Konditionen weiterhin  unbekannt. Neuere Publikation annotieren anhand von
bioinformatischen und experimentellen Daten ca. 6000- 7000 Proteine als sezernierbar (Chen
et al., 2019; Uhlen et al., 2019).

Das Sekretom der Zelle kann auch als ein ,Endpunkt‘ der Genexpression aufgefasst werden.
Die Genexpression ist ein sehr komplexer Prozess, welcher auf vielen Ebenen reguliert wird
(Buccitelli and Selbach, 2020). Die Transkription von Genen wird beispielsweise durch eine
Vielzahl von Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB) aktiviert oder reprimiert (Pope and Medzhitov,
2018; Weidemuller et al., 2021). Auch die Prozessierung (SpleiRen, Polyadenylierung und
Modifikationen) der mRNA spielt eine wichtige Rolle auf dem Weg vom Gen zum funktionellen
Protein (Bentley, 2014). Zudem wird der mRNA Export und die mRNA Stabilitat durch RNA-
bindende Proteine gesteuert (Buccitelli and Selbach, 2020; Hentze et al., 2018). Wurde die
MRNA aus dem Kern exportiert, folgt die Translation. Die mRNA Sequenz wird am Ribosom
zu einer Aminosduresequenz ubersetzt und eine Polypeptidkette entsteht. Auch hierbei

handelt es sich um einen Prozess, welcher auf verschiedenen Ebenen stark regulierbar ist
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(Berg et al., 2018; Proud, 2001). Anschliel3end sind vor allem posttranslationale Modifikationen
fur das Protein von grof3er Bedeutung, um beispielsweise die katalytische Aktivitat zu steuern
(Ramazi and Zahiri, 2021). Verschiedene zellulare Prozesse haben zudem eine Degradation
des Proteins zur Folge (Dikic, 2017).

Sekretierte Faktoren werden allgemein Uber verschiedene Wege von den Zellen abgegeben.
Proteine, welche Uber den klassischen Sekretionsweg abgegeben werden, enthalten eine
spezifische Sighalsequenz fur die Sekretion. Ca. 13 % der Proteine des gesamten Proteoms
enthalten eine solche Signalsequenz (Uhlen et al., 2019). Proteine, welche diese N-terminale
Signhalsequenz besitzen, werden ko-translational in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) transloziert. Im ER werden die Proteine gefaltet und glykosyliert. Die
glykosylierten und richtig gefalteten Proteine werden anschlieRend tber COPII Vesikel zum
Golgi-Apparat (GA) transportiert. Dort werden die Zuckerketten weiter modifiziert. Die
Prozessierung der Proteine wird abgeschlossen und sie erlangen ihre physiologische
Konformation. Anschliel3end verlassen die Proteine in Vesikeln den trans-GA und werden zur
Plasmamembran transportiert, wo die Proteine aus der Zelle ausgeschleust werden. Der
klassische Sekretionsweg ist somit abhangig vom ER und vom GA (Bhattacharya et al., 2014;
Lee et al.,, 2004; Viotti, 2016). Alternativ kbnnen Proteine Uber ER- und GA-unabhéngige
Wege, die sogenannten unkonventionellen Sekretionswege, sekretiert werden. Sowohl
Proteine mit Signhalsequenz als auch Proteine ohne Signalsequenz nutzen diese Wege. Vor
allem Zellen des angeborenen Immunsystems verwenden diese Art der Sekretion. Die
Proteine werden entweder (ber Vesikel, Endosomen, Lysosomen, Poren oder uber
Transporter ausgeschleust (Bhattacharya et al., 2014; Ding et al., 2012; Jacopo, 2023; Kim et
al., 2018; Nickel and Rabouille, 2009). IL-1pB ist beispielsweise ein Zytokin, welches keine
Signalsequenz besitzt und somit den unkonventionellen Sekretionsweg nutzt. Die Inhibition
des konventionellen Wegs hat keinen Einfluss auf die IL-13 Sekretion. Wahrend der
Entzindungsreaktion wird Caspase-1 in sogenannten Inflammasomkomplexen aktiviert,
welche pro-IL-18 zu IL-1f spalten. Dieses wird daraufhin in Lysosomen verpackt, welche mit
der Plasmamembran fusionieren. Die Sekretion von IL-1f3 wird durch Methylamin, welches die
Endozytose blockiert, inhibiert. Auf3erdem sorgen niedrige Temperaturen und Serum-freies
Medium flr eine verringerte Sekretion von IL-18 (Andrei et al., 2004; Auron et al., 1984; Keller
et al., 2008; Rubartelli et al., 1990).

Diese Ausfiihrungen zeigen, dass ein Protein viele Ebenen der Regulation durchlauft, bevor
es sekretiert werden kann (Buccitelli and Selbach, 2020). In dieser Arbeit wurde das IL-1-
NF-kB System als Modell verwendet, um die Regulation der Genexpression bis hin zur

Proteinsekretion auf mehreren Ebenen zu untersuchen (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7 Der Weg der Genexpression.

Die Genexpression bzw. die Proteinexpression werden in vielen miteinander verkntpften Schritten reguliert. In
dieser Arbeit wurde das IL-1-NF-kB System als Modell verwendet, um diese Prozesse auf den Ebenen der
Signaltransduktion, mRNA Synthese, Proteinexpression und Sekretion zu erfassen. Die dazu erhobenen Parameter
sind als farbige Textboxen (blau, griin, gelb) dargestellt.

1.10 Zielsetzung

Unpublizierte, massenspektrometrische Analysen des Phosphoproteoms der AG Kracht
zeigten, dass einige CDKs (CDK1, CDK2, CDK12 und CDK13) nach erfolgter IL-1 Stimulation
von Hela Zellen phosphoryliert werden. Die Inhibition von TAK1, einer upstream Komponente
des IL-1 Signalwegs, verhinderte die IL-1 induzierte Phosphorylierung dieser CDKs, wodurch
suggeriert wurde, dass diese CDKs downstream Effektoren des IL-1 Signalwegs sein kdnnten
(Abb. 1.8). Aus diesem Grund war es von hohem Interessen, die Wechselwirkungen zwischen
dem IL-1-NF-kB System und den CDKs n&her zu untersuchen.

Verhéltnis
Protein| Phosphorylierungsstelle IL-1 vs unbehandelt IL-1 + TAK vs IL-1
CDK1 161[TNSE [ T36 08 [ 10 [HNCONNNSIENN o0 |
CDK2 159; 150| 1.7 24 35 35 3.1 11 0.8 1.1 -0.8 0.1
CDK2 160 160 1.7 24 35 35 31 11 038 ER 038 0.1
CDK10 196; 125; 125; 125 2.1 15 2.8 32 238 02 11 06 0.9 0.1
CDK11A 570,580 1.2 13 21 22 19 06 038 07 05 0.1
CDK11B| 582; 537; 548; 580; 571; 326] 25 2.0 36 00 14 |DERERNNETENN o2 |
CDK12 514;514] 2.0 15 26 2.7 27 01 0.8 -0.5 -0.4 02
CDK12 385,385 14 09 20 2.0 17 04 09 07 06 0.0
CDK12 681, 681] 06 03 10 06 09 03 03 05 02 07
CDK12 685; 685 06 03 10 06 09 03 03 05 02 07
CDK13 1246; 1186] 0.4 04 10 14 11 0.1 11 07 0.7 03
CDK18 134; 164; 134] 01 1.0 11 12 04 14 0.0 00 02 12
CDKL5|  529,531,533; 529,531,533 0.1 05 1.0 06 10 0.9 02 01 0.2 038
CDK7 170[ 1.0 04 04 02 01 06 04 05 0.9 02
CDK7 164 0.1 04 04 0.0 12 02 02 04 16 0.1
CDK9 347] 02 0.9 0.2 0.9 05 1 0.6 13 13 04 Ratio
IL-1 [10 ng/mI] (min) 5 30 60 180 360 5 30 60 180 360 !:!

Abb. 1.8 Massenspektrometrische Analyse des IL-1 induzierten Phosphoproteoms.

HelLa Zellen wurden fir unterschiedliche Zeitpunkte mit IL-1 stimuliert. Einige der Zellen wurden vorab mit dem
TAKZ1-Inhibitor (5Z-7-Oxozeaenol) behandelt. AnschlieRend wurde das Phosphoproteom massenspektrometrisch
untersucht. Gezeigt sind die relativen Anderungen (im Vergleich zu unbehandelten Zellen) des
Phosphorylierungsstatus verschiedener im LC-MS/MS identifizierter CDKs.

Ein primares Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung der funktionellen Rolle von
verschiedenen CDKs im IL-1-NF-kB Signalweg und in der IL-1 induzierten Genexpression und
Proteinsekretion mit einem speziellen Fokus auf CDK12 und CDK13, da deren spezifische
Rolle in inflammatorischen Konditionen weitgehend unbekannt war (Abb. 1.9). Zum einen

sollte der Einfluss der CDK Inhibition mittels der pharmakologischen Inhibitoren Flavopiridol
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und THZ531 untersucht werden, welche die enzymatische Aktivitdt der unterschiedlichen
Kinasen blockieren. Zum anderen sollte der Einfluss einer Depletion von CDK12 auf die IL-1
induzierte Genexpression und Proteinsekretion ermittelt werden. Hierfir wurde zum einen ein
sogenannter PROTAC (proteolysis targeting chimera) verwendet, welcher die Degradation
seines Zielproteins induziert. Zum anderen wurde ein genetisches System etabliert, welches
eine spezifische und transiente Degradation von CDK12 Uber ein Auxin-induziertes Degron

ermdglichte.

Neben der systematischen und vergleichenden Untersuchung der Effekte dieser
Perturbationen auf das Transkriptom von IL-1-responsiven Tumorzellen, war die parallele
Erfassung der IL-1 vermittelten Sekretion der Zellen in dieser Arbeit von besonderem
Interesse. Durch den IL-1-NF-kB Signalweg vermittelte Sekretoméanderungen kdnnen das
Tumormikromilieu stark modulieren. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung
einer Methode, welche eine unvoreingenommene Identifikation des Sekretoms erlaubt. Hierfur
wurde eine auf der sogenannten KLICK Chemie basierende Methode etabliert und optimiert,
die es erlaubt, neu-synthetisierte Proteine zu markieren, aufzureinigen und
massenspektrometrisch (mittels LC-MS/MS - liquid chromatography with tandem mass

spectrometry) zu identifizieren und zu quantifizieren.
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Abb. 1.9 Schematische Darstellung der Ziele (1 bis 4) dieser Arbeit zur Untersuchung des Zusammenspiels
zwischen dem IL-1-NF-kB Signalweg und verschiedenen Cyclin-abhéngigen Kinasen bei der Zytokin-
abhangigen mRNA Expression und Sekretion.
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2 Material

2.1 Geréte
Gerat Hersteller
7500 Fast Real Time PCR System Applied Biosystem
Chemi Doc Touch Imaging System Bio-Rad
COgz-Inkubator BBD 6220 Thermo Scientific
DynaMag™-2 Magnet Invitrogen
Eismaschine Ziegra
Elektrophorese Powersupply EPS 600 Pharmacia Biotech
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf
FACSCanto Il BD Bioscience
Gel iX Imager UV-Transilluminator INTAS
Gelkammer Thermo Scientific
Intellimixer RM-2L ELMI

Kuhl- und Gefrierschranke

Heraeus, Bosch, Thermo Scientific,
Siemens

Kihlzentrifuge 5415 R Eppendorf

Mikroskop DMI IRB Leica

Mikroskop DMIL Leica

Mikroskop DMi8 Leica
Multikanalpipette Xplorer Plus Eppendorf
Multipipette stream Eppendorf

Mupid-One electrophoresis system Advance

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer Peglab Biotechnologie
pH-Meter 761 Calimatic Knick

Pipetboy Integra

Semi-Dry-Blotter

Sicherheitswerkbank Safe 2020

Sorvall RC6+ Centrifuge

SpectraMax Plus 384 Microplate-Reader

Peglab Biotechnologie
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Molecular Devices

Thermocycler T Professional Biometra
Thermomixer comfort Eppendorf
Tischzentrifuge 5427 R Eppendorf

TJ-25 Zentrifuge Beckman Coulter
Vortex Mixer NeoLabLine
Waage MP-3000 Chyo
Wasserbad GFL

2.2 Verbrauchsmaterialien

Die verschiedenen Verbrauchsmaterialien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den
Firmen applied biosystems, Biozym, Eppendorf, Greiner, Integra, nerbe plus, Roth und
Sarstedt bezogen.

2.3 Chemikalien und Losungsmittel

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden, sofern nicht anders vermerkt, von
den Firmen Baker, Biomol, Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Roth, Roche,
Serva und Sigma bezogen.
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2.4 Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Kit

Hersteller

Human CCL20/MIP-3a DuoSet ELISA
Human CXCL2/GROB DuoSet ELISA
Human ICAM-1/CD54 DuoSet ELISA
Human IL-6 DuoSet ELISA

Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA
NucleoBond PC 500

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
NucleoSpin Plasmid

NucleoSpin RNA Kit

NucleoSpin Tissue Kit

Venor GeM Classic

Reagenz / Material

R&D Systems (DY 360)
R&D Systems (DY276)
R&D Systems (DY720)
R&D Systems (DY206)
R&D Systems (DY208)
Macherey-Nagel (#740574)
Macherey-Nagel (#740609)
Macherey-Nagel (#740588)
Macherey-Nagel (#740955)
Macherey-Nagel (#740952)
Minerva Biolabs (#11-1100)

Hersteller

2 N H2SO4

5 ml Falcons mit Zellsieb fur FACS
96-Well F96 Maxisorp Nunc-Immuno Plate
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)
Ammoniumperoxidsulfat (APS)

ATP (1mM)

Biotin-Azid

Coomassie Brilliant Blue R 250

DPBS

DirectPCR Lysis Reagent

DNA Loading Dye (6x)

dNTP-Mix (10 mM)

ECL Western Blotting Detection Reagent
ELISA Substrat Reagents
Ethidiumbromid

Fast Digest Buffer (10x)

Fast SYBR Green PCR Master Mix
GeneRuler DNA Ladder Mix

Green GoTaq Flexi Puffer (5x)

Hank's BSS (HBSS)

High Capacity Streptavidin Agarose Resin
High PerFect

ibiTreat y-Slide VI 0.4

Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrat

Linear Polyethylenimin (PEI)
Magermilchpulver

Methylenblau

MgClz (25 mM)

Mounting Medium

Nonidet P-40 (NP-40)
O-propargyl-puromycin (OPP)
PageRuler™ PLUS Prestained Protein
Ladder

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
4% Paraformaldehyde (in PBS)

Pierce Detergent Comaptible Bradford
Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads

Merck (1007311000)
Corning (#352235)

Thermo Scientific (#442404)
Carl Roth (3029)
AppliChem

Thermo Scientific (#R0441)
CaYman (Cay-13040)
Serva (#35051)

PAN Biotech (P04-36500)
Viagen Biotech (302-C)
Thermo Scientific (#RO611)
Thermo Scientific (#R0192)
GE Healthcare (RPN2106)
R&D Systems (DY999)

Carl Roth (#2218.2)
Thermo Scientific (#B64)
Applied Biosystems (4385612)
Thermo Scientific (#SM0331)
Promega (#M7801)

PAN Biotech (P04-32505)
Thermo Scientific (#20361)
Qiagen (301705)

Ibidi (#80606)

Millipore (WBKLS0500)

Polysciences (#23966-1)
Sucofin

Sigma-Aldrich (#M4259)
Thermo Scientific (#R0971)
Ibidi (#50001)

Fluka BioChemika (#74385)
MedChemExpress (HY-15680)
Thermo Scientific (#26620)

Thermo Scientific (#26616)
Santa Cruz (sc-281692)
Thermo Scientific (#1863028)
Thermo Scientific (#88817)
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PlasmidSafe Puffer (10x)

Ponceau S

Propidiumiodid

Random Hexamer Primer

Reaction Buffer for RT (5x)

Roti-Load Puffer (4x)

Roti-PVDF

Roti-Quant

T4 Ligase Buffer (10x)

T4 Polynukleotid Kinase (PNK) Puffer A
Tagman Fast Universal PCR Master Mix
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin
(TEMED)

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)
Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-
methyl]lamin) (TBTA)

Trypsin/EDTA

Whatman Gel Blot Paper

Zeba Spin Desalting Columns

2.5 Enzyme

Enzym

Lucigen (#E3101K)

Serva (#33429)

Sigma-Aldrich (P4864)
Thermo Scientific (S0142)
Thermo Scientific (EP0441)
Carl Roth (#K929)

Carl Roth (T830)

Carl Roth (#K015)

Fermentas (#B69)

Thermo Scientific (#£EK0031)
Applied Biosystems (4352042)
Sigma Life Science (T9281-25ML)

Aldrich (A706-2G)
Sigma (678937)

PAN Biotech (P10-023100)

Whatman Gel Blot Paper
Thermo Scientific (#89882)

Hersteller

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP)
Fast Digest BamHI

Fast Digest Bpil

GoTag Flexi DNA-Polymerase
PlasmidSafe DNase (10U/ul)

Proteinase K

RevertAid Reverse Transkriptase (200U/ul)
RNaseA (10 mg/ml)

T4 Ligase

T4 Polynucleotid Kinase

2.6 Inhibitoren

Fermentas (# EF0654)
Thermo Scientific (FD0054)
Thermo Scientific (FD1014)
Promega (#M7808)

Lucigen (#E3101K)

Viagen Biotech (501-PK)
Thermo Scientific (EP0441)
Thermo Scientific (EN0531)
Fermentas (# ELO011)
Thermo Scientific (#EK0031)

Inhibitor Hersteller

BSJ-4-116 MedChem (HY-139039)
Cycloheximid Merck Millipore (#239764)
Flavopiridol Selleckchem (S1230)

Leupeptin Hemisulfat Selleckchem (S7380)

Microcystin Enzo Life Sciences (#ALX-350-012)
Pepstatin A Applichem (#A2205)

PMSF Sigma-Aldrich (P7626)

EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail
SR-4835
THZ531

2.7 Expressionsvektoren

Roche (#11873580001)
MedChem (HY-130250)
Selleckchem (S6595)

Bereits vorhandene und kommerzielle Vektoren:
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Vektor

Herkunft

pX330 Leervektor

pMK286 mAID-Neo

pMK287 mAID-Hygro

pMK289 mAID-mClover-Neo
pMK290 mAID-mClover-Hygro
pUC57-Kan_CDK12_HAs

Addgene (#42230)
Addgene (#72824)
Addgene (#72825)
Addgene (#72827)
Addgene (#72828)
Biocat

Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Vektoren:

Vektor

Herkunft

pX330_sgl CDK12_Stop
pX330_sg2 CDK12_ Stop

Jasmin Priester
Jasmin Priester

pUC57-Kan_CDK12_HAs_ mAID-Neo Jasmin Priester
pUC57-Kan_CDK12_ HAs mAID-Hygro Jasmin Priester
pUC57-Kan_CDK12_ HAs mAID-mClover-Neo Jasmin Priester
pUC57-Kan_CDK12_HAs_ mAID-mClover-Hygro Jasmin Priester

2.8 Oligonukleotide

2.8.1 Primer fur gPCR

Alle Primer wurden von Eurofins Genomics bezogen

Oligonukleotid/Primer

Sequenz (5'-3'-Sequenz)

BIRC3_mRNA_se

BIRC3_mRNA_as

CDK12_mRNA_se
CDK12_mRNA _as
CDK13_mRNA_se
CDK13_mRNA_as
OsTIR1_mRNA_se
OsTIR1_mRNA as

CCAAGTGGTTTCCAAGGTGT
TTTTCATCTCCTGGGCTGTC

AGTCCACTCCCCAGTAGGAA
ACAGGTGAACCCTTGGACTC
CTTCGAAACCGTTGGGAGGA
GGTCATCTTGTCCCGACACC
GTGGCCGGATATAGTGCTGT
TGGAGTCCCTTGCACTCTCT

2.8.2 Primer zur Genotypisierung und Sanger-Sequenzierung

Oligonukleotid/Primer

Sequenz (5'-3'-Sequenz)

13 _Hygro_se
14 Neo_se

2 mAID_as
3_mClover_as
5 Hygro_se
6_Hygro_as
7_Neo_se

8 Neo_as
CDK12_WT_as
CDK12_WT_se
M13-24F
M13-24R
pX459 sgRNA_Seq

GGACCGATGGCTGTGTAGAA
ACCGCTTCCTCGTGCTTTAC
TTGATTTTTGGCAGGAAACC
GAACTTCAGGGTCAGCTTGC
GAATTCAGCGAGAGCCTGAC
GATGTTGGCGACCTCGTATT
AGACAATCGGCTGCTCTGAT
ATACTTTCTCGGCAGGAGCA
CAGCAATGTCCAAGCTGTCC
CTGCCTTGGCAGGAGTTCATTA
CCAGGGTTTTCCCAGTCACG
CGGATAACAATTTCACACAGG
GCATATACGATACAAGGCTG
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2.8.3 Oligonukleotide fur Klonierungen

SgRNA Sequenz

SgRNA1_CDK12_Stop_se CACCGCTGAAGTCTCTGGGTTAGTA
SgRNA1_CDK12_Stop_as AAACTACTAACCCAGAGACTTCAGC
SgRNA2_CDK12_Stop_se CACCGTTCAGGACACTGAAGTCTCT
SgRNA2_CDK12_Stop_as AAACAGAGACTTCAGTGTCCTGAAC

2.8.4 Oligonukleotide fiir den RNAi-vermittelten knockdown

SIRNA Produktname Zielsequenz (5'-3") Hersteller

siLuci LuciGL2siRNA  CGUACGCGGAAUACUUCGA Eurofins Genomics
(027461943)

SiCDK13 1 Hs CDC2L5 6 TCAGAGTATTATCAATATGAA Qiagen
(S102621976)

SICDK13 2 Hs CDC2L5 5 ACCGACGTAGTTTCATTGGGAA Qiagen
(S102621969)

SiCDK13_3 Hs_CDC2L5 12 CAGCCGGACTAAGTCGTCCAA Qiagen
(S104899321)

SIiCDK13 4 Hs CDC2L5 10 TCGATTGTATAGCTCAGAAGA Qiagen

2.9 Tagman Assays on Demand

Tagman Assays on Demand (Applied Biosystems)

(S102631755)

Sonde ProduktgréRe [bp] RefSeq Assay-ID

ACTB 171 NM_001101.3 Hs99999903 m1
CCL2 101 NM_002982.3 Hs00234140_m1
CCL20 96 NM_004591.2 Hs01011368_m1
CXCL2 68 NM_002089.3 Hs00236966_m1
CXCL8/IL8 101 NM_000584.3 Hs00174103_m1
ICAM1 99 NM_000201.2 Hs99999152 m1
IL6 95 NM_000600.4 Hs00174131_m1l
NFkBIA 68 NM_020529.2 Hs00153283_m1
TNFAIP3 63 NM_006290.3 Hs00234713_ml

210 Antik6rper

2.10.1 Priméarantikorper fir Western Blot

Alle Priméarantikorper zzgl. 0,02% NaNs

Mit * gekennzeichnete Primarantikérper zzgl. 50 mM NaF

Antikorper Hersteller Verdinnung

a-A20 Santa Cruz (sc-166692) 1:500 in TBS-T mit 5% BSA
a-Actinin Sigma Aldrich (A5044) 1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
a-CDK13 EMD Millipore (ABE1860) 1:1000 in TBS-T in 5% Milch
a-c-PARP Santa Cruz (sc-56196) 1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
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a-CrkRS (CDK12)
a-IKKa
a-1IKKB

a-IKKy

a-lkBa

a-OsTIR1 (rb)
a-p(S2)-Pol Il (rb)
a-p(S32)-1kBa
a-p(S5)-Pol I (rb)
a-p(S536)-p65 (rb)
a-p(SS176/180)-IKKa/B

a-p65/NFkB (C-20) (rb)
a-p65/NFkB (ms)
a-Pol Il (ms)
a-pp(S807/811)-RB

a-pp(T184/7)-TAK1
a-TAK1

a-B-Actin (C4) (ms)
a-yH2AX

Novus (NB100-87011)
Santa Cruz (sc-7218)
Santa Cruz (sc-7330)

Santa Cruz (sc-8330)
Cell Signaling (#9242)
MBL (PD048)

abcam (ab5095)

Cell Signaling (#2859)
abcam (ab5131)

Cell Signaling (#3033)
Cell Signaling (#2697)

Santa Cruz (sc-372)
Santa Cruz (sc-8008)
Millipore (#17-620)
Cell Signaling (#9308)

Cell Signaling (#4508)
Cell Signaling (#4505)

Santa Cruz (sc-47778)
Abcam (11174)

2.10.2 Sekundéarantikdrper fir Western Blot

1:1000 in TBS-T in 5% Milch
1:500 in TBS-T mit 5% Milch
1:500 in TBS-T (0,1% Tween)
mit 5% BSA

1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T mit 5% BSA
1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
1:10.000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T mit 5% BSA *
1:10.000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T mit 5% BSA *
1:1000 in TBS-T (0,1% Tween)
mit 5% BSA

1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
1:10.000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T (0,1% Tween)
mit 5% BSA *

1:1000 in TBS-T (0,1% Tween)
mit 5% Milch *

1:1000 in TBS-T mit 5% BSA
1:1000 in TBS-T mit 5% Milch
1:1000 in TBS-T

Antikdrper Hersteller Verdiinnung

goat-a-mouse (HRP) Dako P0447 1:2000 — 1:3000 in 5 %
Milch in TBST
1:10.000 fir a-B-Actin

goat-a-rabbit (HRP) Dako P0448 1:2000 — 1:3000 in 5 %

Fur die Detektion biotinylierter Proteine verwendet:

Streptavidin-HRP

PerkinElmer
(NEL750001EA)

Milch in TBST

1:5000in 5% BSA in TBS-T

2.11 Puffer und Losungen

Puffer wurden, sofern nicht anders vermerkt, in ddH-O angesetzt.

2.11.1 Puffer fur Zelllyse

Puffer Zusammensetzung
Puffer fir Gesamtzellextrakt 30 mM Natriumpyrophosphat
(Spezial-Lyse-Puffer) 50 mM NacCl

1 % (v/v) Triton X-100

2 mM NazVOa

50 mM NaF

20 mM B-Glycerophosphat
10 mM Tris (pH 7,05 mit HCI)
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Vor der Verwendung frisch hinzugeben:
2,5 pug/ml Leupeptid

1 uM Microcystin

1 pg/ml Pepstatin

0.5 mM PMSF

2.11.2 Puffer fir SDS-PAGE, Silberfarbung und Western Blot

Puffer Zusammensetzung
Laemmli-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris

1.92 M Glycin

0,1 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer 1M Tris

pH 6,8 in HCI
Trenngelpuffer 1M Tris

pH 8,8 in HCI

Entwicklerlésung (Silberfarbung)

Farbeldsung (Silberfarbung)

Fixierlésung (Silberfarbung)

Inkubationslésung (Silberfarbung)

Stopp-LOsung (Silberfarbung)

235 mmol/l Natriumcarbonat
0.01 % Formaldehyd

6 mmol/l Silbernitrat
0.05 % Formaldehyd

12.5 % w/v TCA in ddH-0
500 mmol/l Natriumacetat
20 mmol/l Natriumthiosulfat
2 % Glutaraldehyd

5 % Essigsaure

Blocklosung

Blotpuffer fiir Western Blot (10x)

Coomassie-Entfarbeldsung

Coomassie-Losung

Ponceau S-Farbelosung

5 % Milchpulver in TBS-T

250 mM Tris
1,92 M Glycin
20 % (v/v) Methanol

30 % Methanol
1 % Ameisensaure

0.167 % Coomassie Blue

16.67 % Methanol
33.33 % Ameisensaure

0,1 % (w/v) Ponceau S
in 5 % (v/v) Essigsaure
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TBS (10x)

TBS-T

100 mM Tris
1.5 M NacCl
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

0,05 % (v/v) Tween 20 in TBS (1x)
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

2.11.3 Puffer fir Agarosegelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung
TAE (10x) 1,1 % (v/v) Essigsaure
10 mM EDTA
200 mM Tris
2.11.4 Puffer fur ELISA
Puffer Zusammensetzung

Blockpuffer (frisch ansetzen)

Reagent Diluent (frisch ansetzen)

Stopp-Ldsung

TBS

Waschpuffer

2.11.5 Puffer fir die KLICK Reaktion

1 % BSA in DPBS

0,1 % BSA
0,05 % Tween 20 in TBS

2 N H,SO,4

10 mM Tris

150 mM NacCl

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

0,05 % Tween 20 in DPBS

Puffer Zusammensetzung
KLICK Chemie Lyse-Puffer 100 mM Hepes (pH 7.5)
150 mM NacCl
1 % NP-40
Waschpuffer | 1 % NP-40
0,1 % SDS
in DPBS
Waschpuffer Il 6 M Harnstoff
in DPBS
MS-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)

2 mM CacCl;
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2.12 Medien und Zuséatze fur Zellkulturen und Bakterienkulturen

2.12.1 Medien und Zusétze

Medium/Zusatz

Hersteller

DMEM

DMEM Met-frei
DMEM/F-12 (1:1)(1x)
RPMI-1640

FBS Good Forte

FBS (tet-frei)

Standard I-Néahragar
Penicillin//Streptomycin

Pan Biotech (P04-03550)
Gibco (#2337023)

Gibco (#2026809)

Pan Biotech (P04-17500)
Pan Biotech (P40-47500)
Pan Biotech (P30-3602)
Merck (#1.07881.0500)
Pan Biotech (P06-07050)

L-Glutamin Pan Biotech P04-80100)
OptiMEM Thermo Scientific (#51985026)
Medium Zusammensetzung

DMEM Vollmedium (Dulbecco’s DMEM

modified Eagle’s medium)

DMEM Methionin-frei
fur L-HPG-labeling

RPMI-1640 Vollmedium

Einfriermedium

LB-Medium

LB-Platten

10 % (v/v) FBS (optional tet-freies FBS)
20 pg/ml Streptomycin

20 U/ml Penicillin

2 mM L-Glutamin

DMEM Met-frei

100 mM L-Cystein

20 pg/ml Streptomycin
20 U/ml Penicillin

6 mM L-Glutamin

RPMI-1640

10 % (v/v) FBS (optional tet-freies FBS)
20 pg/ml Streptomycin

20 U/ml Penicillin

2 mM L-Glutamin

DMEM-Vollmedium
10 % FBS
10 % DMSO

10 g BactoTrypton
10 g NaCl

5 g Hefeextrakt
add. 11 ddH20
autoklavieren

18,5 g Standard I-Nahragar
add. 0.51ddH20
autoklavieren
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2.12.2 Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration Hersteller

Ampicillin (Amp) 100 pg/mi Carl Roth (#HP62.1)
Doxycyclin 1 pg/mi Sigma-Aldrich (#D9891)
Geneticin Sulfate G418 (Neo) 700 pg/mi Gibco (#10131035)
Hygromycin B Gold (Hygro) 100 pg/mi InvivoGen (#ant-hg-1)
Kanamycin (Kan) 50 pg/ml Carl Roth (#T7832.2)

Penicillin//Streptomycin
Puromycin (Puro)

2.12.3 Rekombinante Proteine

20 U/ml // 20 pg/ml
25 uM

Pan Biotech (P06-07050)
InvivoGen (#ant-pr-1)

Rekombinantes Protein Endkonzentration Herkunft
humanes, rekombinantes IL-1a 10 ng/ml AG Kracht
2.12.4 Stimulanzien

Stimulanz Endkonzentration Herkunft

Auxin/ 1AA 250 uM Sigma (#13750)
L-Homopropargylglyin (L-HPG) 25 uM Jena Bioscience

(CLK-1067-25)

2.13 Zelllinien
Zelllinie Herkunft
HCT116 (humane epitheloide Colonkarzinomzellen ATCC
HCT116 tet-OsTIR1 Natsume et al., 2016
AG Schmitz

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover

HeLa (humane, epitheloide Zervixkarzinomzellen)
iIFTSEC (immortalisierte, sekretorische Epithelzellen

vom Eileiter)

iFTSEC + empty vector (stabil transfizierte iFTSEC)
mutKRAS/c-Myc

iIFTSEC +
transformierte iIFTSEC)

(stabil

OVCAR-4 (humane, ovariale Adenokarzinomzellen)

2.14 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Genotyp

transfizierte,

In dieser Arbeit generiert

In dieser Arbeit generiert
ATCC

Applied Biological Materials
AG Schmitz

AG Schmitz

Karst and Drapkin et al. 2012
AG Schmitz

AG Pogge

One Shot™ TOP10 chemisch kompetente
E.coli (Thermo Scientific #C404010)

XL1-Blue E.coli (Invitrogen)

F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74

recAl deoR

araD139 A(ara-leu)7697galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG

F' Tn10(Tetr) proA +B + laclqA(lacZ)M15I
recAl gyrA96 (Nalr) thi-1bsdR17 (r-k m-k)
glnVv44 relAl lac
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2.15 Software Programme

Software

Version / Link

7500 Software Applied Biosystems
BioRad Image Lab

ChopChop

DNA Star

Endnote20

Graph Pad Prism 9

Metascape

Mircosoft Office 2016
Morpheus

Perseus

Venn Diagram Plotter

Version 1.4

Version 6.0.1

https://chopchop.cbu.uib.no/

Version 11.0.0.164

Version 20.0.0.14672

Version 9.5.0
https://metascape.org/gp/index.html#/main/
(Zhou et al., 2019)

Professional Plus 2016
https://software.broadinstitute.org/morpheus/
Version 1.6.15.0 (Tyanova and Cox, 2018)
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Transformation von Bakterien (E.coli Top10 oder XL-1 Blue)
Um Plasmid-DNA bakteriell zu amplifizieren, wurden die chemisch kompetenten Bakterien auf

Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden diese mit 150 ng Plasmid-DNA oder 2 pl Ligationsansatz
vermischt. Es erfolgte eine Inkubation auf Eis fir 20 min. Daraufhin wurde ein Hitzeschock bei
45 °C fur 45 s durchgefihrt. Nach erneuter Inkubation auf Eis fir 2 min wurden die Bakterien
mit 600 pl warmen LB-Medium versetzt. Die Bakteriensuspension wurde fur 1 h bei 37 °C und
900 rpm schuttelnd inkubiert. Anschlie3end wurde die Suspension bei 580 xg fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekandiert und das Bakterienpellet in der restlichen
Flussigkeit resuspendiert. Daraufhin wurden 15 pl des Transformationsansatzes auf warmen
Selektions-Agarplatten (zzgl. Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml)) ausplattiert.
Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37 °C.

3.1.2 Kultivierung von Bakterien
Nach erfolgreicher Transformation (siehe 3.1.1) wurden einzelne gewachsene

Bakterienkolonien gepickt und kultiviert. Dafiir wurden 5 ml warmes LB-Medium (zzgl.
entsprechendem Antibiotikum) in Inkubationsréhrchen vorgelegt. Anschlielend wurden
einzelne Klone gepickt und in das LB-Medium Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte fir 16 — 18 h
bei 37° C und 220 rpm. Am darauffolgenden Tag wurden 2 ml der Bakteriensuspension

eingesetzt, um die Plasmid-DNA zu isolieren (Mini-Prap).

Alternativ wurde die gesamte Vorkultur nach der Transformation direkt mit 150 ml LB-Medium
(zzgl. entsprechendem Antibiotikum) in einen Schikanekolben tberfiihrt und ebenfalls Gber
Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Plasmid-DNA
isoliert (Maxi-Prap).

3.1.3 Lagerung von Bakteriensuspensionen
Bakteriensuspensionen wurden langfristig gelagert. Dafiir wurde 750 pl Bakteriensuspension

mit 750 ul Glycerol versetzt (1:1). Der Stock wurde anschlieBend in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C dauerhaft gelagert.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen
Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37 °C zigig aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurde

bei 500 xg fur 5 min zentrifugiert und anschlie3end in frischem Vollmedium resuspendiert. Die

Zellsuspension wurde in eine frische Zellkulturschale tberfuhrt, in welche bereits Vollmedium
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vorgelegt wurde. Die Zellen wurden bei 37 °C und 6 % CO; kultiviert. Am Folgetag wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Dafir wurden die Zellen zweimal mit warmen DPBS
gewaschen. Die Kultivierung erfolgte weiterhin bei 37 °C und 6 % CO-.

Zum Einfrieren wurden Zellen verwendet, welche 80-90 % konfluent gewachsen waren. Vor
dem Einfrieren der Zellen wurden zunachst 100 pl des Zellkulturiberstands enthommen.
Dieser wurde fir 5 min bei 95 °C inkubiert und anschlieend fur 15 sek auf héchster Stufe
zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bis
zur Mycoplasmentestung bei —20 °C gelagert. Mittels Venor GeM Classic Kit von Minerva

Biolabs wurde der Zellkulturiiberstand nach Herstellerangaben auf Mycoplasmen getestet.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zweimal mit warmem DBPS gewaschen.
AnschlielRend wurden die Zellen unter Verwendung von Trypsin/ETDA von der Zellkulturschale
geldst. Hierbei wurde das Trypsin/EDTA nach der vollstandigen Benetzung der Zellen wieder
abgenommen. Nach einer Inkubation der Zellen bei 37 °C und 6 % CO: flr 2-3 min wurden die
Zellen in Einfriermedium resuspendiert. Anschlieend wurde die Zellsuspension in
Kryoréhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden voribergehend in einer Styroporbox bei -80 °C
gelagert. War der PCR-basierte Mycoplasmentest negativ, wurden die Kryostocks in fliissigen

Stickstoff Uberfuhrt und dort langfristig gelagert.

3.2.2 Kultivierung und Aussaat von Zellen
In dieser Arbeit wurden ausschliefRlich adharente Zelllinien verwendet, welche stets bei 37 °C

und 6 % CO- kultiviert wurden. Je nach Wachstum der Zellen wurden diese in regelmé&Rigen
Abstdnden (alle 2-4 Tage) passagiert oder entsprechend fir unterschiedliche
Versuchsansatze ausgesat. Dafir wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem DPBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale
gel6st. Hatten sich die Zellen vollstandig abgeldst, wurden sie in Vollmedium resuspendiert.
Um die Zellzahl genau zu bestimmen wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Es
wurden jeweils vier GroRRquadrate gezahlt, um die vorhandene Zellkonzentration genau

bestimmen zu kbénnen:
(> Zellzahl der vier GroBquadrate/4) * 104 = Zellen/ml

AnschlieRend wurde eine geeignete Menge der Zellsuspension bzw. eine bestimmte
Zellanzahl in eine neue Zellkulturschale mit Vollmedium Uberfihrt. Die verschiedenen

Zelllinien wurden in folgenden Medien kultiviert:
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Zelllinie Medium

HCT116 parental DMEM

HCT116 tet-OsTIR1 DMEM (tet-freies FBS)
HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover DMEM (tet-freies FBS)
HelLa parental DMEM

OVCAR-4 RPMI-1640

iIFTSECs DMEM/F-12 (1:1)(1x)
iIFTSEC+Leervektor DMEM/F-12 (1:1)(1x)
iIFTSECs+mutKRAS/Myc DMEM/F-12 (1:1)(1x)

3.2.3 Behandlung/Stimulation von Zellen
Um die Einflisse verschiedener Behandlungen auf den IL-1 Signalweg zu untersuchen,

wurden Zellen je nach Versuchsbedingung fiir unterschiedliche Zeiten mit IL-1a stimuliert.
Dafir wurde die entsprechende Menge des Zytokins direkt in das Medium der Zellen gegeben.
Sollten die Einflisse der CDK Inhibition durch Flavopiridol oder THZ531 untersucht werden,
wurden die Inhibitoren 1 h vor der IL-1 Stimulation in das Zellkulturmedium pipettiert. Wurde
wiederum der Effekt des PROTACs BSJ-4-116 untersucht, so wurden die Zellen flr insgesamt
24 h mit diesem behandelt. Als Kontrolle dienten Behandlungen der Zellen mit dem
Losungsmittel DMSO bzw. unbehandelte Zellen.

Als weitere Méglichkeit der Untersuchung des Einflusses der CDK12 Degradation diente das
Auxin-induzierte Degron System. Um die CDK12 Degradation zu induzieren, wurden die
monoklonalen Degron-Zellen fur insgesamt 24 h mit Doxycylin und Auxin inkubiert. Auch diese
Komponenten wurden dem Zellkulturmedium als geeignete Verdinnung zugesetzt. Als

Kontrolle wurden Zellen mit dem Lésungsmittel EtOH behandelt.

Folgende Konzentrationen der einzelnen Stimulanzien/Inhibitoren wurden verwendet:

Stockkonzentration Endkonzentration
IL-1 10 pg/ml 10 ng/ml
Flavopiridol 10 mM 10 pM
THZz531 10 mM 1uM
BSJ-4-116 10 mM 500 nM, 250 nM, 100 nM
Doxycyclin 1 mg/mi 1 pg/ml
Auxin 250 mM 250 pM

Vor jeder Behandlung/Stimulation wurde das Medium in den unterschiedlichen
Zellkulturschalen auf ein identisches Volumen eingestellt. Nach den Behandlungen wurden
die Zellen weiterhin bei 37 °C und 6 % CO; inkubiert.

3.2.4 Ernte der Zellen und Zellkulturiiberstande
Nach erfolgter Behandlung der Zellen wurden diese fir anschlieBende Analysen geerntet.

Dafur wurden die Zellen auf Eis gestellt und anschlieBend zweimal mit eiskaltem DPBS
gewaschen. AnschlieRend wurde erneut 1 ml DBPS auf die Zellen gegeben, um diese mittels
Zellschabers mechanisch von der Zellkulturschale zu lI6sen. Die Zellsuspension wurde in ein

geeignetes Reaktionsgefal3 tberfiihrt und bei 4 °C und 500 x g fur 5 min zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
Analyse wurden die Pellets bei -80 °C gelagert. Alternativ konnten die Pellets auch direkt

weiterverarbeitet werden.

Fur Sekretomanalysen wurden zuséatzlich die Zellkulturiberstande der Zellen geerntet. Dafiir
wurden diese in 15 ml Falcons Uberfuhrt und bei 4 °C und 3000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Dies
diente der Entfernung von Zelltrimmern. AnschlieRend wurden die Uberstande in neue
Reaktionsgefalie Gberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Analyse wurden

die Zellkulturiberstande bei -80 °C gelagert.

3.2.5 Transfektion mittels linearem Polyethylenimin (PEI)
Lineares Polyethylenimin (PEI) und die Plasmid-DNA bilden einen Komplex, welcher von den

Zellen aufgenommen werden kann. Fur die Transfektion wurden Zellen in 6-Well
Mikrotiterplatten augesat. Fur jeden Transfektionsansatz wurden 100 pl Opti-MEM und 6 pl
des PEI-Stocks [1 mg/ml] zusammengegeben. Aul3erdem wurden insgesamt 2.5 pg Plasmid-
DNA hinzugefugt. In dieser Arbeit wurden zur Etablierung des Auxin-induzierten Degron
Systems jeweils 0.75 pg der beiden Donorvektoren (pUC57-Kan_CDK12_mAID Neo &
pUC57-Kan_CDK12_ mAID Hygro oder pUC57-Kan_CDK12_ mAID-mClover Neo & pUC57-
Kan_CDK12 mAID-mClover Hygro) und 1 pg des pX330 Vektors, welcher eine sgRNA
enthielt, eingesetzt (pX330_sgRNA1 CDK12 oder pX330 sgRNA2 CDK12). Die
Transfektionsansatze wurden gevortext und anschlieBend fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurden 1900 ul DMEM (mit 10 % FBS aber ohne PSG) hinzugegeben.
Die Ansatze wurden erneut gevortext. Das Medium der Zellen wurde vollstandig entfernt und
durch den jeweiligen Transfektionsansatz ersetzt. Die Inkubation erfolgte bis zum nachsten
Tag bei 37 °C und 6% CO..

3.2.6 Transiente Transfektion mit HiPerfect
Bei HiPerfect handelt es sich um eine Mischung aus neutralen und kationischen Lipiden. Diese

ermodglichen eine effektive Aufnahme von siRNAs in die Zelle. Zellen wurden in 60 mm
Zellkulturschalen ausgesat. Am Tag der Transfektion wurde das Medium aller Schalen
einheitlich auf 3 ml eingestellt. Fur die Transfektion wurden 250 pl Opti-MEM, 20 ul HiPerfect
und insgesamt 20 nM siRNA zusammengegeben. Der Transfektionsansatz wurde gevortext
und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz tropfenweise
zu den Zellen gegeben. Nach 6 h oder 24 h Inkubation wurden die Zellen zweimal mit warmem
DPBS gewaschen und anschlieRend in Vollmedium kultiviert. Nach der Etablierung der

Bedingungen wurden die Zellen ausschliel3lich fur 24 h mit dem Transfektionsansatz inkubiert.

3.2.7 Generierung und Charakterisierung von monoklonalen Zelllinien
Fur die Generierung von monoklonalen Zelllinien wurden Zellen mittels linear PEI transfiziert

(siehe 3.2.5). Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen passagiert (1:15). Am

darauffolgenden Tag wurde das Kulturmedium durch Selektionsmedium ersetzt, welches die
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entsprechenden Selektionsantibiotika enthielt (700 pg/ml Geneticin Sulfate G418 und
100 pg/ml Hygromycin B Gold). AnschlieRend wurden die Zellen fiir insgesamt 4 Wochen
dauerselektiert. Dafur wurde das Selektionsmedium alle 2-3 Tage gewechselt. Nach Bedarf
wurden die Zellen passagiert und am Folgetag wieder mit Selektionsmedium kultiviert. Um
monoklonale Zelllinien zu erhalten, wurden nach der erfolgten Dauerselektion 100 Zellen in
100 mm Schalen ausgeséat. Nach 12 Tagen waren einzelne Kolonien mit blo3em Auge auf der
Schalenunterseite erkennbar. Mit einem Stift wurden die Kolonien an der Zellkulturschale
markiert. Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem DPBS gewaschen.
Mittels Trypsin/EDTA wurden die Zellen von den Zellkulturschale gelést. Daflr wurden die
Zellen vollstandig mit Trypsin/EDTA benetzt und dieses wurde daraufhin vollstéandig
abgesaugt. Es erfolgte die Inkubation der Zellen bei 37 °C und 6% CO: fur 2-3 min. Wichtig
war es, die Zellkulturschale nicht abzuklopfen, wie normalerweise Ublich. Es wurde lediglich
unter dem Mikroskop kontrolliert, ob sich die Zellen von der Zellkulturschale geldst hatten.
Unter der Sterilbank wurden nun sterile Wattestabchen oder gelbe Pipettenspitzen verwendet,
um die Monoklone zu picken. Die Monoklone wurden in eine 96- Well Platte tUberfihrt und dort
mit 100 pl Vollmedium resuspendiert. Anschlie3end wurden die Zellen bei 37 °C und 6% CO2
kultiviert. Waren die Zellen konfluent, wurde die 96-Well Platte dupliziert. Nach einer weiteren
Kultivierung fur 2-3 Tage wurden die Zellen einer 96-Well Platte eingefroren (siehe 3.2.1). Die
Zellen der zweiten 96-Well Platte wurden fir eine erste Genotypisierung verwendet. Daflr
wurde das Medium aller Zellen entfernt und die Zellen zweimal mit 100 pul DBPS gewaschen.
Anschlieend wurden 75 pl Direct PCR Ldsung auf die Zellen gegeben (0.5 x DirectPCR
Lysis Reagent (1:1 mit ddH20) mit 0.5 mg/ml Proteinase K). Die Platte wurde verschlossen
und fir 6 h bei 55 °C schuttelnd inkubiert. Im Anschluss wurde die 96-Well Platte nochmals fur
1.5 h bei 85 °C inkubiert, um die Proteinase K zu inaktivieren (Yesbolatova et al., 2019). Fur
die Genotypisierung wurde 1 ul des jeweiligen Lysats fur die GoTag-PCR eingesetzt. Die
Analyse erfolgte Uber Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.4.8). Waren die Ergebnisse der
Genotypisierung positiv, wurden die jeweiligen Monoklone in 24-Well Platten aufgetaut und

schlie3lich expandiert.

3.2.8 Propidium-lodid Farbung und Durchflusszytometrie
Um eine Aussage Uber die Verteilung der Zellen im Zellzyklus treffen zu kénnen, kann eine

Propidium-lodid (PI) Farbung vorgenommen werden. Pl ist ein fluoreszierender DNA-
Interkalator. Durch Bestimmung der Fluoreszenz der einzelnen Zellen im Durchflusszytometer
kénnen Aussagen Uber die DNA-Menge und somit Uber den Status der Zellen im Zellzyklus

getroffen werden.

Die Zellen wurden in 60 mm Zellkulturschalen ausgeséat und nach erfolgter Behandlung
geerntet. Daftr wurden die Zellkulturiberstande in 15 ml Reaktionsgefal3e uberfihrt.

AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit DBPS gewaschen. Das entnommene DBPS
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wurde ebenfalls in die 15 ml Falcons uberfihrt. Die Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA von
der Zellkulturschale geldst und in Vollmedium resuspendiert. Die Zellesuspension wurde
ebenfalls zu dem Zellkulturiiberstand in die Falcons tberfuhrt. Anschlie3end wurden die Zellen
bei 500 xg und 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml DBPS resuspendiert
und erneut bei 500 xg und 4 °C fir 5 min zentrifugiert. Daraufhin wurde das Zellpellet zur
Fixierung in 2 ml eiskaltem 70 % EtOH resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bis zur Messung
bei -20 °C fur hdchstens 10 Tage. Fir die Messung wurden die Zellen erneut bei 800 xg fur
8 min zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend in 333 ul PBS + 1pul RNase A
resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden durch das Zellsieb in die 5 ml Falcons
(spezielle Falcons fur die Durchflusszytometrie) tberfuhrt. Es erfolgte eine Inkubation fir 1 h
auf Eis. Daraufhin wurden 167 ul Pl (Stock 50 pg/ml) hinzugegeben. Bis zur Messung wurden

die Zellen im Dunkeln und auf Eis gelagert.

Wahrend der Messung wurden 10.000 Zellen analysiert. Zellgré3e und Granularitat wurden im
SSC (sideward scatter) / FSC (forward scatter) Plot visualisiert. Zellduplets wurden aus der
Analyse ausgeschlossen. Fir die Messung der PI-Signale wurde der PE-Kanal (Phycoerythrin)
verwendet und Histogramme wurden erstellt. Die Verteilung der Zellen im Zellzyklus wurde
daraufhin quantifiziert.

3.2.9 Zellviabilitats-Assay (MTS-Assay)
Zellen wurden in 96-Well Platten ausgesat, um einen sogenannten MTS-Assay durchzuftihren.

Dieser gibt Auskunft Uber die Viabilitdt der Zellen bzw. die Proliferation. MTS wird von
metabolisch aktiven Zellen zu dem roten Farbstoff Formazan umgesetzt (Cory et al., 1991).
Vermutlich wird diese Reaktion von NAD(P)H-abhangigen Dehydrogenasen katalysiert. Nach
erfolgter Behandlung wurden zu 100 upl Zellkulturmedium 5 pl Celltiter 96 One Solution
Reagent gegeben. Anschlieend erfolgte eine Inkubation der Zellen fir 1 h bei 37 °C und
6% CO,. Die Absorption wurde daraufhin bei 490 nm bestimmt. Zusatzlich wurde die
Hintergrundabsorption des Mediums gemessen, um diese von allen gemessenen Werten

abzuziehen.

3.2.10 Eluoreszenzmikroskopie
Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen in p-Slides (Ibidis) ausgeséat. Nach erfolgter

Behandlung wurde das Medium der Zellen entfernt und die Zellen innerhalb von 5 min dreimal
mit 150 ul HBSS gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Fixierung der Zellen mit 100 pl
4% Paraformaldehyd fir 10 min bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden die Zellen zweimal
fur 5 min mit 150 pul HBSS gewaschen. Die Zellen wurden in 100 pl Mounting Medium

eingedeckt und Uber Nacht bei RT gelagert. Am Folgetag wurden die Zellen mikroskopiert.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Zell-Lyse
Fur die Herstellung von Gesamtzellextrakten wurde eine sogenannte ,Spezial-Lyse*

durchgefuhrt. Hierfur wurde auf Eis gearbeitet. Die geernteten Zellpellets wurden entweder
nach der Ernte direkt weiterverarbeitet oder auf Eis aufgetaut. Die PBS-Pellets wurden in einer
geeigneten Menge Spezial-Lysepuffer resuspendiert und gevortext. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation auf Eis fir 15 min, gefolgt von einer Zentrifugation bei 4 °C und 10,400 xg fur
15 min. Der Uberstand enthielt das Spezial-Lysat. Dieser wurde in ein neues Reaktionsgefal
tberfiihrt und die enthaltene Proteinkonzentration mittels Bradford-Messung bestimmit.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Die Proteinkonzentration von Zell-Lysaten wurde mittels der Bradford-Methode bestimmt.

Diese basiert auf dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250. Bei Bindung
des Farbstoffes an Aminoséauren verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von 465 nm zu
595 nm (Bradford, 1976).

Fur die Bestimmung der Proteinmenge wurden je 100 pl einer BSA-Standardreihe (5 pg/ml bis
35 pg/mlin PBS) in Drei- oder Vierfachwerten in einer 96-Well Platte vorgelegt. Des Weiteren
wurden je 100 pl der Zell-Lysate, welche vorher in PBS verdunnt wurden (1:300), in die
Vertiefungen der 96-Well Platte gegeben (ebenfalls mindestens Dreifachwerte). AnschlieRend
wurden 100 ul des Bradford-Reagenz (40 % Roti-Quant) zu den Proben und der Eichreihe
gegeben. Nach 5 min und kurzem Schitteln der Platte wurde die Extinktion bei 595 nm
gemessen. Die Konzentrationen der einzelnen Proben wurden vom Messgerat anhand der
Eichreihe und des Verdiinnungsfaktors berechnet. Anhand der Proteinkonzentrationen
konnten die Proben fir anschlieRende Analysen auf eine identische Proteinkonzentration

eingestellt werden.

3.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli
Bei der SDS-Page werden Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt (Laemmli, 1970). Bei Natriumdodexcylsulfat (SDS) handelt es sich um ein
anionisches (negativ geladenes) Detergenz, welches sich an Proteine anlagert und diese
denaturiert. In einem elektrischen Feld wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode,

wobei kleine Proteine die Gelmatrix schneller durchqueren als grof3e Proteine.

Je nach GrolR3e der zu untersuchenden Proteine wurden in dieser Arbeit 6-12.5 %ige Trenngele
verwendet. Im Trenngel wurden die Proteine in einem basischen pH nach ihrer Gréfe
aufgetrennt. Bevor die Proteine das Trenngel passierten, wurden sie stets in einem 5 %igen

Sammelgel mit neutralem pH gesammelt.

44



Methoden

Lo 6 % 8 % 12.5% 5%
osung Trenngel [ml]  Trenngel [ml] Trenngel [ml] Sammelgel [ml]

ddH20 7.4 5.6 1.6 5.61
50 % (v/v) Glycerol 2.4 2.4 2.4 0.9
Trenngelpuffer 10.3 10.3 10.3 -

Sammelgelpuffer - - - 1.26
30 % (w/v) Polyacrylamid 54 7.2 11.3 1.68
2 % (w/v) SDS 1.35 1.35 1.35 0.5
40 % (wiv) APS 0.041 0.041 0.041 0.03
TEMED 0.027 0.027 0.027 0.02

Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisierung wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel vorbereitet. War auch
dieses polymerisiert, konnte die Laufkammer mit 1x Laemmli-Laufpuffer beflllt und die Proben
aufgetragen werden. Mittels der Bradford-Methode (siehe 3.3.2) wurden die Proben vorher auf
eine einheitliche Proteinmenge (25 -60 pg) eingestellt. AuRerdem wurden die Proben mit
1 x Roti-Load Auftragspuffer versetzt und fur 10 min bei 95 °C inkubiert. Um schlieZlich eine
Aussage Uber das Molekulargewicht der Proteine treffen zu kénnen, wurde zudem ein
Molmassen-Standard aufgetragen. Nachdem das Gel beladen wurde, erfolgte die Trennung
der Proteine bei 50 mA fir 2.5 h.

3.3.4 Silberfarbung von SDS-Gelen
Mittels Silberfarbung kénnen Proteine im SDS-Gel nach deren Auftrennung angefarbt werden.

Dadurch konnen Ruckschlisse uber die Gesamtproteinmenge einzelner Proben gezogen
werden. Fir die Farbung wurde das Gel nach der SDS-Page Uber Nacht bei 4°C in
Fixierldsung inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Gel viermal fir 10 min mit ddH>O
gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel fir 60 min mit Inkubationslésung behandelt.
Daraufhin folgten 6 Waschdurchgédnge mit ddH.O fiir jeweils 10 min. Das Gel wurde mit
Farbeltsung fir 60 min schittelnd inkubiert und anschlieend zweimal fiir 1 min mit ddHO
gewaschen. Die Entwicklerldsung wurde auf das Gel gegeben und die Farbung wurde durch

die Zugabe der Stopp-L6sung abgebrochen. AnschlieRend wurde das Gel fotografiert.

3.3.5 Western Blot (semi-dry)
Durch Anlegen eines elektrischen Feldes konnen aufgetrennte Proteine aus dem

Polyacrylamid-Gel auf eine Tragermembran Ubertragen werden. AnschlieBend kdnnen
Antigene Uber eine Immunodetektion nachgewiesen werden. Dafir bindet ein
Primarantikérper spezifisch an das gewlnschte Antigen. Ein Peroxidase-gekoppelter
Sekundarantikorper bindet wiederum den Priméarantikorper. Durch Zugabe von Luminol kann

das Antigen Giber Chemilumineszenz nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde das semi-dry Verfahren angewandt. Fir den Elektroblot wurde eine
passend zugeschnittene PVDF-Membran fir 3 min in Methanol aktiviert. Diese wurde

daraufhin auf zwei Whatmanpapieren, welche in 1 x Blotbuffer getrdnkt waren, platziert.
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Anschlielend wurde das Trenngel auf der Membran positioniert. Alles zusammen wurde fir
kurze Zeit geschwenkt, um das Gel mit 1 x Blotpuffer zu &quilibrieren. Die zwei
Whatmanpapiere, die Membran und das Gel wurden schliel3lich in angegebener Reihenfolge
auf die Anode der Transferkammer gelegt. Zwei weitere getrankte Filterpapiere wurden auf
dem Gel positioniert. AnschlieRend wurde die Kathode auf die Apparatur gesetzt. Der Transfer
erfolgte pro Gel bei 101 mA fir bis zu 2.5 h.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran in ddH-O aquilibriert. AnschlieRend wurde die
Membran fur 5 min in 0.1 % PonceauS gefarbt, um die gleichmafiige Gelbeladung zu
Uberprifen. Der Hintergrund wurde daraufhin mit ddH.O entfarbt. Zur Dokumentation wurde
die Membran eingescannt. AnschlieRend wurde die Membran passend zugeschnitten und
mittels TBS-T vollstandig entfarbt.

Fiur die Immunodetektion wurde die Membran fir 1 h in 5 % Milchpulver gelost in TBS-T
geblockt. Dies diente der Absattigung unspezifischer Bindestellen. Anschlieend wurde die
Membran Uber Nacht mit dem spezifischen Primarantikérper bei 4 °C schiittelnd inkubiert.
Dafir wurde der entsprechende Antikérper in 5 % Milch oder 5 % BSA in TBS-T verdinnt
(zwischen 1:500 und 1:2000). Am folgenden Tag wurde der Primarantikérper entfernt und die
Membran viermal fir 5 min mit TBS-T gewaschen. Schliel3lich erfolgte die Inkubation mit dem
spezies-spezifischen Sekundarantikérper. Dieser wurde 1:2000 bzw. 1:10.000 in 5 %
Milchpulver in TBS-T verdunnt. Die Inkubationszeit betrug 2 h bei Raumtemperatur. Daraufhin
wurde die Membran erneut viermal fir 5 min mit TBS-T gewaschen. Fur die Detektion der
Chemilumineszenz wurde die Membran schlielich fir 1-5 min in dem Amersham ECL
Westernblot Detektionsreagenz oder dem Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrat inkubiert. Die Lumineszenz wurde schlie3lich unter Verwendung des ChemiDoc™

Touch Imaging Systems detektiert.

Um weitere Antigene auf derselben Membran nachzuweisen, wurde diese flir 5 min in
Methanol reaktiviert und anschlieBend erneut fir 1 h in 5 % Milchpulver gel6st in TBS-T

geblockt. Die Inkubation mit einem neuen Primarantikorper erfolgte erneut tiber Nacht bei 4 °C.

Nach der Detektion aller zu untersuchenden Antigene konnte die Membran mittels Coomassie
Blue erneut gefarbt werden. Diese Farbung ist im Vergleich zur PonceauS Farbung intensiver.
Die Membran wurde dafiir in der Coomassie-Losung fiir 10 min schittelnd inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Entfarbung des Hintergrunds durch mehrmaliges Waschen der

Membran mit Entfarbelésung. Die Membran wurde getrocknet und dokumentiert.

3.3.6 Enzyme linked immuno sorbant assay (ELISA)
Der Enzyme linked immuno sorbant assay (ELISA) ermdglicht im Gegensatz zum Western

Blot eine absolute Bestimmung der Proteinkonzentration eines Antigens aus einem

Proteingemisch. In dieser Arbeit wurden Uber Sandwich-ELISA die Konzentrationen
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verschiedener Antigene in Zellkulturiiberstanden untersucht. Verwendet wurden das DuoSet

ELISA Development System von R&D Systems.

Zunachst wurden 100 ul des Fangantikorpers in einer F96 Maxisorp Nunc-Immuno Platte
immobilisiert. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur. Am folgenden Tag
wurden die Vertiefungen der Platte dreimal mit 200 pl Waschpuffer gewaschen. Anschlie3end
wurden 200 ul Blockpuffer in jede Vertiefung gegeben. Nach 1 h Inkubation bei
Raumtemperatur folgten erneut drei Waschschritte mit 200 pl Waschpuffer. Daraufhin wurden
je 100 ul Standardreihe sowie 100 pl der in Vollmedium-verdiinnten Zellkulturiberstande in
die Vertiefungen gegeben (Doppelwerte). Erneut folgte eine Inkubation fir 2 h bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Vertiefungen dreimal mit 200 pl Waschpuffer
gewaschen. Der Detektionsantikdrper bindet ein anderes Epitop des Zielantigens und ist
zudem biotinyliert. Dieser Antikdrper wurde nun in Reagent Diluent verdinnt und je 100 ul des
verdinnten Antikérpers wurden in die Vertiefungen der 96-Well Platte gegeben. Es folgte eine
Inkubation fur weitere 2 h bei Raumtemperatur. Anschliel3end wurden die Vertiefungen erneut
dreimal mit 200 pl Waschpuffer gewaschen. Die Streptavidin-HRP Losung wurde in Reagent
Diluent verdinnt (1:200 fur IL-8 und CCL20; 1:40 fur CXCL2, ICAM1, IL-6). Streptavidin bindet
spezifisch an Biotin und somit an den Detektionsantikbrper. Je 100 pl des verdinnten
Streptavidin-HRPs wurde in die Vertiefungen gegeben. Nach 20 min Inkubation folgten erneut
drei Waschschritte mit 200 yl Waschpuffer. Nun wurden 100 ul der Substratlésung in die
Vertiefungen pipettiert. Die Substratlosung besteht aus Color Reagent A (H2.O2) und Color
Reagent B (Tetramethylbenzidin). Die Streptavidin-gekoppelte Peroxidase katalysiert die
Umsetzung dieses Substrats zu einem blauen Chromophor. Je intensiver die Blaufarbung
auftrat, desto héher war die zugrundeliegende Konzentration des Antigens. Durch Zugabe von
50 ul Stopp-Loésung wurde die Reaktion beendet und ein Farbumschlag ins Gelbe fand statt.
Die Extinktion wurde bei 450 nm bestimmt. Anhand der OD-Werte der Standardreihe wurde
eine Geradengleichung erstellt. Durch Einsetzen der Proben-Messwerte wurden die jeweiligen
Proteinkonzentrationen berechnet. Die verschiedenen Antikérper wurden in folgenden

Konzentrationen eingesetzt:

Antigen Fangantikorper Detektionsantikdrper
IL-8 2 pg/ml 10 ng/ml
CXCL2 2 pg/ml 50 ng/mi
CCL20 1 pg/mi 10 ng/ml
ICAM1 2 pg/ml 50 ng/ml
IL-6 1 pg/ml 25 ng/ml

3.3.7 Sekretomanalyse tber den proximity extension assay (PEA)
Fur die unvoreingenommene Sekretomanalyse mittels Olink wurde ein sogenannter proximity

extension assay (PEA) durchgefihrt. Dieser basiert auf der spezifischen Bindung von zwei

Antikdrpern, welche an Oligonukleotide gekoppelt sind, an zwei unterschiedliche Epitope eines
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Proteins. Haben beide Antikdrper das Protein gebunden, kommt es zur Hybridisierung der
Oligonukleotide. Uber eine PCR konnen diese daraufhin amplifiziert werden. Die Auswertung
erfolgt Gber Sequenzierung (NGS) der amplifizierten Oligonukleotide. Der PEA wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. Johannes Graumann (Institut fur translationale Proteomics, Philipps-
Universitat Marburg) durchgefuhrt. Dafir wurden 80 pl der geernteten Zellkulturiiberstande
bendotigt.

3.3.8 Metabolische Markierung mittels L-HPG und KLICK Chemie
L-Homopropargylglycin (L-HPG) ist ein Methionin-Analogon, welches eine Alkin-Gruppe

besitzt. Nach Einbau in neu-synthetisierte Proteine anstelle von Methionin, kann das L-HPG
Uber eine KLICK Reaktion mit Biotin-Azid konjugiert werden. Biotinylierte Proteine kénnen
anschlie3end Uber einen Streptavidin-Pulldown aufgereinigt und analysiert werden. In dieser
Arbeit wurde das Protokoll zur Durchfiihrung dieser Methode mit Zellkulturiiberstdnden
etabliert (Priester et al., 2023). Ziel war die unvoreingenommene Analyse des naszierenden

Sekretoms. Das finale Protokoll wird im Folgenden beschrieben.

Fur die Markierung der Zellen mit L-HPG wurden diese in 145 mm Schalen ausgesat. Vor der
Behandlung wurden die Zellen dreimal mit warmem DPBS gewaschen, um restliches
Methionin oder auch Serum von den Zellen zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen in
10 ml Methionin-freiem Medium (zzgl. 6 mM L-Glutamin, 0.5 mM L-Cystein, 20 ug / mL
Streptomycin, 20 U / mL Penicillin) kultiviert. Daraufhin folgte direkt die Behandlung der Zellen
beispielsweise mit IL-1a [10 ng/ml] oder Cycloheximid [10 pug/ml]. AuRerdem wurden die Zellen
gleichzeitig mit L-HPG [25 uM] markiert. Zur Kontrolle wurden weitere Zellen mit L-Methionin
[25 uM] behandelt. Zellkulturiberstande (oder Zellen) wurden schlieBBlich geerntet (siehe
3.2.4).

Die gesamten 10 ml des Zellkulturiberstands wurden nach Entfernung von mdglichen
Zelldebris in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt und 40 ml kaltes Aceton (-20 °C) wurden langsam
hinzugegen. AnschlieBend wurde der Uberstand uber Nacht bei -20 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die geféllten Proteine bei 15,000 xg und 4 °C fur 15 min zentrifugiert.
Das Aceton wurde entfernt und 2 ml kaltes (4 °C) Methanol wurden zu dem Pellet gegeben.
Die Probe wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefald Giberfuhrt und anschlieRend bei 15,000 xg
und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Erneut wurde das Proteinpellet mit 2 ml Methanol gewaschen.
Anschlielend wurde das Pellet fiir ca. 5 min bei Raumtemperatur getrocknet. Das getrocknete
Pellet wurde in 1 ml KLICK Chemie Lyse-Puffer resuspendiert. Optional konnte nun ein
PreClearing durchgefuhrt werden. Dafur wurden 50 pl Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads
in ein 1.5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Der Lagerungspuffer wurde mit Hilfe eines Magnets
entfernt und die Beads zweimal in 500 pl KLICK Chemie Lyse-Puffer &quilibriert. Anschlielend

wurde 1 ml Proteinprazipitat auf die Beads gegeben und diese Uber Nacht bei 4 °C rotierend
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(Intellimixer RM-2, Programm F1, 22 rpm) inkubiert. Wurde kein PreClearing durchgefihrt
konnte das Proteinprazipitat bis zum Folgetag bei -80 °C gelagert werden oder die KLICK
Reaktion direkt durchgefuhrt werden. Bei der KLICK Reaktion handelt es sich um eine
Kupfer(l)-katalysierte Cycloaddition. In dieser Arbeit wurde hierfir Biotin-Azid eingesetzt, um
L-HPG markierte Proteine zu biotinylieren. Fur die KLICK Reaktion wurde der Reaktionsmix

wie folgt frisch hergestellt. Pro Ansatz wurden 160 pl bendtigt.

Reagenz Stock Konzentration Finale Konzentration Verdinnung
Biotin-Azid 15.3 mMin DMSO (+Argon)  0.625 mM 1:24.5

TCEP 174.3 mM in H20 6.25 mM 1:27.9

TBTA 56.5 mM in DMSO (+Argon)  0.625 mM 1:90.4
CuSO4*5H20 1 Min H20 6.25 mM 1:160

SDS 20 % 6.25 % 1:3.2

Add. H20

AnschlieRend wurden 160 pl des Reaktionsmix zu 1 ml Proteinprazipitat gegeben und dieses
bei Raumtemperatur fur 1.5 h und 22 rpm rotierend inkubiert. Es folgte eine erneute
Prazipitation der Proteine. Daftir wurde das KLICK Konjugat in ein 50 ml Falcon tberfuhrt und
mit 4 ml eiskaltem (-20 °C) Aceton versetzt. Zur Prazipitation folgte eine Inkubation Uber Nacht
bei -20 °C. Am Folgetag wurden die prazipitierten und biotinylierten Proteine bei 15,000 xg
und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. Das Aceton wurde entfernt und 2 ml kaltes (4 °C) Methanol
wurden zu dem Pellet gegeben. Die Probe wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt
und anschlielend bei 15,000 xg und 4 °C fiur 15 min zentrifugiert. Erneut wurde das
Proteinpellet wie beschrieben mit 2 ml Methanol gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet
fur ca. 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und in 60 pl Waschpuffer | resuspendiert.
Optional konnte das Pellet nun fiir Western Blot Analysen in 1 x Roti-Load resuspendiert
werden. Sollten biotinylierte Proteine allerdings aufgereinigt werden, wurde ein Streptavidin-
Pulldown durchgefuhrt. Dafur wurden 30 pul (fir Western Blot) bzw. 40 pl (fir LC-MS/MS)
Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads in 1.5 ml ReaktionsgefdRe Uberfuhrt. Der
Lagerungspuffer wurde mit Hilfe eines Magnets entnommen und die Beads zweimal in
Waschpuffer | &quilibriert. AnschlieRend wurden erneut 500 pl Waschpuffer | auf die Beads
gegeben. Zudem wurden 25 pl (fir Western Blot) bzw. 35 ul (fir LC-MS/MS) der Probe
hinzugegeben. Uber Nacht erfolgte eine Inkubation bei 22 rpm (rotierend, Programm F1) und
4 °C. Am darauffolgenden Tag wurden die Beads mehrfach wie beschrieben gewaschen.
Zuerst wurden die Beads zweimal mit 500 pl Waschpuffer | gewaschen. Dabei erfolgte stets
eine Inkubation der Beads bei 4 °C und 22 rpm fiir 10 min. Der Puffer wurde jeweils mit Hilfe
des Magnets entfernt. AnschlieBend wurden die Beads dreimal fir 10 min mit 500 pl
Waschpuffer Il gewaschen. Zuletzt wurden die Beads dreimal mit 500 pl kaltem PBS
gewaschen. Daraufhin wurde der Puffer erneut entfernt. Entweder wurden die Beads nun mit

30 pl 2x Roti-Load versetzt und fiir 10 min bei 95 °C inkubiert (fir Western Blot) oder es wurden
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60 pl MS-Puffer hinzugegeben (fur LC-MS/MS). Die Proben wurden daraufhin im Western Blot
analysiert oder direkt in das Massenspektrometrie-Labor (Dr. Uwe Linne, Institut fir
Massenspektrometrie und Elementanalytik, Philipps-Universitat Marburg) gebracht. Die Beads

sollten nicht eingefroren werden.

Sollte nicht das sekretierte Proteom, sondern die neu-synthetisierten Proteine in der Zelle
untersucht werden, wurde das geerntete Zellpellet in 750 ul KLICK Chemie Lyse-Puffer
resuspendiert. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation auf Eis fir 15 min und eine Zentrifugation
bei 16,000 xg und 4 °C fiir 20 min. Der Uberstand enthielt das Zell-Lysat. Dieses wurde in
neue ReaktionsgefalRe Uberfihrt und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Messung
(Pierce Bradford-Assay) bestimmt. Insgesamt 1.8 mg des Zell-Lysats wurden fur das
PreClearing verwendet. Dieses wurde mit 30 pl High Capacity Streptavidin Agarose Resin
Beads durchgefiihrt. Am Folgetag wurde die KLICK Reaktion und die Proteinféllung analog zu
den Zellkulturiiberstanden durchgefiihrt. Nach den Waschschritten mit Methanol wurde das
Pellet getrocknet und in 120 pl PBS mit 0.1 % SDS resuspendiert. Die Losung wurde
anschliel3end tber Zeba Spin Columns entsalzt und umgepuffert. Daftr wurden die Saulen in
1.5 ml Reaktionsgefal3e gestellt und bei 1500 xg fur 1 min zentrifugiert. Die Lagerldsung wurde
entfernt und 300 ul Waschpuffer | wurde auf die Saule gegeben. Erneut wurde bei 1500 xg fur
1 min zentrifugiert. Der Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt. Die S&ule wurde in ein
neues ReaktionsgefalR gestellt und mit der Probe beladen. Es folgte eine Zentrifugation fir
2min bei 1500 xg. Das Eluat wurde auf Eis gestellt und die Saule verworfen. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Messung (Pierce Bradford) bestimmt. Fir den
Streptavidin-Pulldown wurden 450 pug KLICK Lysat eingesetzt. Der Pulldown wurde analog zu
den Zellkulturiberstanden allerdings mit Streptavidin Agarose Resin Beads durchgefihrt. Fur

das Waschen der Beads wurden diese bei 1000 xg und 4 °C flr 2 min zentrifugiert.

Sollten die biotinylierten Proteine im Western Blot analysiert werden, wurde die Membran nach
erfolgtem Proteintransfer Gber Nacht in 5 % BSA in TBS-T geblockt. Am folgenden Tag wurde
die Membran fur 1 h mit Streptavidin-HRP (1:5000 in 5 % BSA) inkubiert. Daraufhin wurde die
Membran viermal fur 5 min mit TBS-T gewaschen. Die Detektion der Chemilumineszenz

erfolgte wie beschrieben (siehe 3.3.5).

3.3.9 Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
Die massenspektrometrischen Analysen in dieser Arbeit wurden von Dr. Uwe Linne (Philipps-

Universitat Marburg) durchgefiihrt. Die Vorgehensweise zur Vorbereitung und Messung der
Proben wurde in Priester et al., 2023 detailliert beschrieben. Es wurde ein On-Beads Verdau
mittels Trypsin durchgefiihrt. Anschlielend wurde eine Reduzierung und Alkylierung der
Peptide vorgenommen. Uber C18 SPE centrifuge-columns (Macherey-Nagel) wurden die

Peptide anschliel3end gereinigt und konzentriert. Die Proteinkonzentration wurde bestimmt
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und 200 ng Protein wurden fur die Messung am timsTOF Pro eingesetzt. Die Rohdaten wurden
schlie3lich mit MaxQuant verarbeitet. Die weitere Analyse erfolgte mit der Perseus-Software.
Auch die Vorgehensweise fur die Auswertung wurde in der genannten Publikation
beschrieben.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Design von sgRNAs
Fur die Etablierung des Auxin-induzierten Degron Systems wurden sgRNAs bendotigt, welche

die Endonuklease Cas9 zum Stopp-Codon von CDK12 leiteten. Dort sollte ein gezielter
Doppelstrangbruch induziert werden. Die genomische Sequenz des humanen CDK12 Gens
wurde von NCBI heruntergeladen und in die Seqg-Builder Anwendung von DNA Star kopiert.
Fur das Design der sgRNAs wurde die Webseite http://chopchop.cbu.uib.no/ verwendet. Daflr
wurde das gewiinschte Gen (CDK12) auf der Webseite eingegeben und passende sgRNAs
wurden generiert. sgRNAs, welche nahe des Stopp-Codons lagen und einen hohen Score
aufwiesen, wurden ausgewahlt. Die Sequenzen der sgRNAs wurden im SeqBuilder markiert.
Die Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz (NGG) und die Schnittstelle wurden Uberprift
und markiert. Die Endonuklease Cas9 schneidet die DNA drei Nukleotide upstream der PAM
Sequenz. Diese PAM-Sequenz dient im Allgemeinen als Erkennungssequenz fir das
CRISPR/Cas9 System.

Es wurden sowohl sense als auch antisense sgRNAs bei Eurofins Genomics bestellt. Die
SgRNAs wurden vorher mit Nukleotiden (5'-CACCG-3) erganzt, welche die Restriktion mittels
Bpil ermdglichten:

sense: CACCG — 20 bp sgRNA —
antisense: AAAC — 20 bp sgRNA —-C

3.4.2 Klonierung von sgRNAs in den pX330 Vektor
Der pX330 Vektor codiert fur die Endonuklease Cas9. Fir den gerichteten Doppelstrangbruch

in Nahe des Stopp-Codons von CDK12 wurden die sequenz-spezifischen sgRNAs, welche
den Bereich um das Stopp-Codon flankierten (siehe 3.4.1), in diesen Vektor kloniert. Daftr
wurden die von Eurofins Genomics synthetisierten einzelstrangigen (ss) sgRNAs vorerst
hybridisiert, um doppelstrangige (ds) sgRNAs zu erhalten. Folgender Reaktionsansatz wurde

angesetzt und unter den gezeigten Temperaturbedingungen im Thermocycler inkubiert.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit

SgRNA (se) (100 pM) 1l 95 °C 4 min
SgRNA (as) (100 pM) 1l 70 °C 10 min
T4 PNK Puffer A 5ul 37°C 15 min
ddH20 43 ul 4°C Pause
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Im n&chsten Schritt wurde die doppelstrangige sgRNA enzymatisch phosphoryliert. Daflr
wurde folgender Reaktionsansatz angesetzt und unter Verwendung des gezeigten
Temperaturprofils inkubiert. Die Inkubation bei 70 °C diente der Inaktivierung der T4
Polynukleotid Kinase (PNK).

Reagenz Volumen Temperatur Zeit
SgRNA (ds) 2 ul 37°C 30 min
T4 PNK Puffer A 1l 70 °C 10 min
ATP (1mM) 1l 4°C Pause
T4 PNK 1l

ddH20 5l

AnschlieRend wurde der Restriktionsverdau des pX330 Vektors tber Bpil durchgefihrt und
die phosphorylierten, doppelstrangigen sgRNAs (p-ds-sgRNA) wurden in den Vektor ligiert.
Dafur wurden die p-ds-sgRNAs vorerst verdinnt (1:8 in ddH20). Der Reaktionsansatz und das
Temperaturprofil fir den Verdau und die Ligation sind im Folgenden dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit

pX330 (100 ng) 1l 37°C 30 min 5%
p-ds-sgRNA (1:8) 2.l 21°C 5 min
FastDigest Puffer 2u

ATP (10 mM) 1l

Fast Digest Bpil 1l

T4 Ligase 1l

ddH20 12 ul

Zuletzt wurde die restliche linearisierte DNA mit der Exonuklease PlasmidSafe verdaut. Dafir

wurde folgender Reaktionsansatz und das dargestellte Temperaturprofil verwendet.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit
Ligationsansatz 10 u 37°C 30 min
PlasmidSafe Puffer 1.5u 70 °C 30 min
ATP (10 mM) 1.5l

PlasmidSafe DNase 1 ul

(20 U/pl)

Die klonierten Vektoren (pX330_sgRNA1l CDK12 oder pX330_sgRNA2_CDK12) wurden
anschlie3end in E.coli transformiert und amplifiziert (siehe 3.1.1). Der Transformationsansatz
wurde auf Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert und am Folgetag wurden einzelne Kolonien
gepickt. Die Plasmid-DNA wurde am darauffolgenden Tag aufgereinigt und die Konzentration
am NanoDrop bestimmt. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA sequenziert (siehe 3.4.9).
Zeigten die Klone einen erfolgreichen Einbau der sgRNA wurde das Plasmid erneut in

Maxikulturen amplifiziert.
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3.4.3 Bestellung von Donorvektoren mit Homologie-Armen (HA)
Donorvektoren dienen als Reparatur-Template fur die homologe Rekombination der Zelle. Um

die Donorvektoren uber Basenpaarung zum Cas9-induzierten Doppelstrangbruch zu fihren,
sollten diese Vektoren sogenannte Homologiearme enthalten. Fir die Etablierung des Auxin-
induzierten Degron System wurde der Doppelstrangbruch gezielt in Nahe des Stopp-Codons
eingefiihrt. Die genomische Sequenz von CDK12 wurde von NCBI heruntergeladen und die
Sequenz um das Stopp-Codon wurde in die Seq-Builder Anwendung von DANN Star kopiert.
Die Homologiearme lagen 175 bp upstream (HA-L) und 175 bp downstream (HA-R) des Stopp-
Codons und wurden entsprechend markiert. Das Stopp-Codon zwischen den beiden
Homologiearmen wurde entfernt. Stattdessen wurde eine BamHI-Schnittstelle zwischen den

HAs eingebaut, um die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten dort spater inserieren zu kénnen.
HA-L (175 bp) — — HA-R (175 bp)

Zudem wurden mogliche PAM-Sequenzen (NGG) stumm mutiert, um das Zerschneiden des
Template durch Cas9 zu verhindern. AufRerdem musste Uberprift werden, ob die Sequenz
weitere BamHI Schnittstellen besal3. Ware dies der Fall gewesen, hatten auch diese stumm

mutiert werden mussen.

Die HA-Donorvektoren wurden durch Biocat synthetisiert. Es handelte sich um einen pUC57-

Kan Vektor mit der 5° Restriktionsstelle Xbal und der 3‘ Restriktionsstelle Hindlll.

3.4.4 Klonierung der mAID-(mClover)-Resistenzkassetten aus Addgene-Vektoren in den
pUC57-Kan-CDK12-HAs Vektor
Um die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten gezielt in das Genom zu integrieren, sollten diese

Kassetten in den pUC57-Kan-CDK12-HAs Vektor zwischen die beiden Homologiearme (siehe
3.4.3) inseriert werden. Daflr wurden die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten (mAID_Neo;
mAID-Hygro; mAID-mClover_Neo; mAID-mClover_Hygro) aus den kommerziellen Addgene
Vektoren (siehe 2.7) Uber BamHI enzymatisch ausgeschnitten. Der Reaktionsansatz und das

Temperaturprofil fir den Verdau sind dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit
Addgene-Vektor 1ug 37°C 5 min
10x FastDigest Puffer 2 ul 80 °C 5 min
BamHI FD 1l

H20 add. 20 pl

Anschlieend wurde der Verdau auf ein 1 % Agarosegel ohne Ethidiumbromid aufgetragen.
Die DNA Fragmente wurden bei 100 V fur 2 h aufgetrennt. Das Gel wurde daraufhin fir 20 min
in 150 ml 2 % Methylenblau gefarbt. Durch mehrmaliges Waschen mit H.O wurde der

Hintergrund entfarbt, bis die Banden deutlich sichtbar waren. Mit Hilfe eines Skalpells wurden
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die jeweiligen Banden ausgeschnitten. Die GroRen der jeweiligen Kassetten sind im

Nachfolgenden dargestelit.

Plasmid-DNA mAID-Kassette Vektor
mAID-mClover Neo 3242 bp 2875 bp
mAID-mClover Hygro 3511 bp 2875 bp
mAID Neo 2519 bp 2875 bp
mAID Hygro 2788 bp 2875 bp

Die mAID-(mClover) Inserts wurden nach Herstellerangaben mit dem NucleoSpin® Gel and

PCR Clean-Up Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt.

Nach Aufreinigung der mAID-(mClover)-Kassetten aus den Addgene-Vektoren wurde der
pUC57-Kan CDK12-HA Vektor fur die Ligation vorbereitet. Daflir musste der Vektor linearisiert
und dephosphoryliert werden. Fir die Linearisierung wurde der Vektor mittels BamHI
enzymatisch verdaut. Die BamHI Schnittstelle befand sich zwischen den beiden
Homologiearmen. Der Reaktionsansatz und das Temperaturprofil fur die Linearisierung sind

in den folgenden Tabellen dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit
pUC57-Kan HA 1 pg 37°C 5 min
10x FastDigest Puffer 2u 80 °C 5 min
BamHI FD 1l

ddH20 add. 20 pl

Fur die Dephosphorylierung wurde 1 pl Calf-intestinal alkaline phosphatase (CIAP) zu dem
Ansatz gegeben und dieser wurde erneut flir 5 min bei 37 °C und anschlie3end fur 15 min bei
65 °C inkubiert. Der linearisierte Vektor wurde nach Herstellerangaben mit dem NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-Up Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt. Die Konzentration wurde am
NanoDrop bestimmt. Nach erfolgter Aufreinigung der mAID-(mClover)-Kassetten und der
Linearisierung des pUC57-Kan CDK12-HAs Vektor, konnten die Kassetten mittels T4 Ligase
in den linearisierten Vektor ligiert werden. Daflir wurde ein Verhaltnis von Insert zu Vektor von
3:1 gewahlt. Es wurden jeweils 25 ng des pUC57-Kan CDK12-HAs Vektor eingesetzt. Die
entsprechenden Mengen der jeweiligen mAID-(mClover)-Resistenzkassetten wurde anhand
der InsertgrofRe mittels NEBioCalculator von BioLabs, New England berechnet. Die
verschiedenen Reaktionsansatze und das entsprechende Temperaturprofil fur die Ligation

sind nachfolgend dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit
pUC57-Kan HA 25ng RT 10 min
Insert ng 65 °C 10 min
10x T4 Ligase Puffer 2u

T4 Ligase 1l

ddH20 add. 20 pl
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Insert Menge
mAID-mClover Neo
mAID-mClover Hygro

mAID Neo

mAID Hygro

Im Anschluss wurden 5 pl des Ligationsansatzes in E.coli XL-1 Blue transformiert (siehe 3.1.1).
Der Transformationsansatz wurde auf Agarplatten mit Kanamycin ausplattiert. Am Folgetag
wurden einzelne Kolonien gepickt. Die Plasmid-DNA wurde am darauffolgenden Tag mittels
Mini-Prap aufgereinigt und die Konzentration am NanoDrop bestimmt. AnschlieRend wurde
die Plasmid-DNA sequenziert (siehe 2.4.9). Zeigten die Klone eine erfolgreiche Insertion,

wurde das Plasmid erneut in Maxikulturen amplifiziert.

3.4.5 |Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakteriensuspensionen
Um amplifizierte Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, wurde je nach Suspensionsvolumen

eine Aufreinigung nach Herstellerangaben mit dem NucleoSpin Plasmid Kit fir Mini-Kulturen
oder dem NucleoBond PC 500 Kit fir Maxi-Kulturen von Macherey Nagel durchgefihrt. Die
Plasmid-DNA wurde mit einer geeigneten Menge ddH:20 eluiert. Die Konzentration wurde am

NanoDrop bestimmt. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA bei -20 °C gelagert.

3.4.6 Aufreinigung von genomischer DNA aus humane Zellen
Um die genomische DNA aus eukaryotischen Zellen zu isolieren, wurde die Aufreinigung nach

Herstellerangaben mit dem NucleoSpin® Tissue Kit von Macherey-Nagel durchgefihrt. Die
isolierte DNA wurde in 80 pl vorgewarmten BE-Puffer (70 °C) eluiert. Anschliel3end wurde die
Konzentration der DNA am NanoDrop bei 260 nm gemessen.

3.4.7 Polymerasenkettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten
Um beliebige Abschnitte der genomischen DNA gezielt zu amplifizieren, wurde eine

Polymerasenkettenreaktion (PCR) unter Verwendung der GoTaq DNA-Polymerase
durchgefuhrt. Verwendet wurde dafiir ein entsprechender Reaktionsansatz, sowie ein
geeignetes Temperaturprofil im Thermocycler T Professional. Beides ist im Folgenden
dargestellt. Die Dauer der DNA-Elongation (72 °C) hing dabei von der GroRe des Amplifikats
ab.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit

gDNA 200 ng 95 °C 2 min

5x GoTaq Flexi Puffer 4 ul 95 °C 30s

dNTPs (10 mM) 0.4 pl 60 °C 30s 35x
MgClz (25 mM) 3.2ul 72 °C 1 min/kb

Primer sense (10 pM) 1l 72 °C 5 min

Primer antisense (10 pM) 1l

GoTaq Polymerase 0.1 pl

ddH20
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3.4.8 Agarose-Gelelektrophorese
Mittels Agarose-Gelelektrophorese kdnnen DNA Fragmente aufgrund ihrer negativ geladenen

Phosphatgruppen in einem elektrischen Feld nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Dabei
wandern kleine Fragmente schneller durch die Gelmatrix als groRere Fragmente. Durch
Farbung mit Ethidiumbromid, welches mit der DNA interkaliert und daraufhin unter UV-
Strahlung sichtbares Licht emittiert, konnen die DNA-Fragmente im Gel sichtbar gemacht

werden.

Zur Herstellung des Gels wurden 1% oder 1.5 % Agarose in 130 ml TAE-Puffer aufgekocht
und schlielich mit 0.1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Lésung wurde in die Gelvorrichtung
Uberfuhrt und fur 20 min inkubiert. War das Gel polymerisiert, konnten die Proben aufgetragen
werden. Daflr wurde das Elektrophorese-System mit 1x TAE-Puffer beflllt. Jeweils 20 pl der
Probe, welche mit 6x Loading Dye versetzt wurde, und 8 pl des DNA-Standard wurden
aufgetragen. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente bei 100 V fur 40 min aufgetrennt. Fur

die Dokumentation wurde der UV-Transilluminators Gel iX Imager verwendet.

3.4.9 Sanger-Sequenzierung
Die Sanger-Sequenzierungen von PCR-Amplifikaten oder von klonierter Plasmid-DNA wurde

von LGC Genomics oder Mircrosynth durchgefiihrt. Den Angaben bzw. Anforderungen der
Firmen zu Konzentrationen, Volumina und verwendeten Primern wurde gefolgt. Die

Ergebnisse wurden mittels DNAStar visualisiert und analysiert.

3.4.10 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen
Um Aussagen Uber die Genexpression treffen zu kénnen, wurde die RNA aus humanen

Zelllinien isoliert. Daflr wurde das NucleoSpin® RNA Kits von Macherey-Nagel nach
Herstellerangaben verwendet. Die RNA wurde dabei mit einer geeigneten Menge RNAse-
freiem HO eluiert. AnschlieRend wurde die RNA-Konzentration und die Reinheit der RNA am

NanoDrop bestimmt. Isolierte RNA wurde langfristig bei -80 °C gelagert.

3.4.11 Reverse Transkription (RT)
Damit Genexpressionsanalysen mittels quantitativer PCR (qPCR) durchgefihrt werden

konnen, muss die vorhandene RNA vorerst in eine komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Dafiur wird sich die Eigenschaft der sogenannten reversen
Transkriptase zunutze gemacht. Es handelt sich hierbei um ein Enzym aus Retroviren
(Moloney-Maus-Leukamie Viren), welches die RNA als Matrize verwendet, um einen
komplementaren DNA-Strang zu erzeugen. Fir die reverse Transkription (RT) wurden jeweils
1.5 pg RNA bei einem Ansatzvolumen von 30 pl eingesetzt. Die Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes und das verwendete Temperaturprofii der RT sind im Folgenden

dargestellt.
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Reagenz Volumen Temperatur Zeit
RNA 1.5 ug 25°C 10 min
5x RT-Puffer 6 pl 42 °C 60 min
Random Hexamer Primer 0.75 pl 70 °C 10 min
dNTPs (10 mM) 0.75 pl

RevertAid rM-MuLV
Reverse Transkriptase
RNase-freies H20 add. 30 pl

0.75 pl

3.4.12 Quantitative Polymerasenkettenreaktion (QPCR)
Nach Durchfuhrung der reversen Transkription (RT) kann die generierte cDNA fir eine

guantitative PCR (RT-gPCR) eingesetzt werden. Hierbei werden spezifische cDNA-
Sequenzen gezielt amplifiziert. Unter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen kann eine
guantitative Analyse der PCR mittels photometrischer Bestimmung der PCR-Produktmenge in
Echtzeit erfolgen. Da wiederum ein linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten cDNA
und dem PCR-Produkt besteht, kénnen Aussagen Uber die Genexpression bzw. die

zugrundeliegende mRNA Menge in der Zelle getroffen werden.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Systeme fiir die RT-gPCR verwendet, welche im

Folgenden naher beschrieben werden.

Zum einen wurde der SYBR Green Assay verwendet. Bei SYBR Green handelt es sich um
einen Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff, welcher doppelstrangige DNA bindet. Bei der Entstehung
von DNA-Doppelstrangen wird die messbare Fluoreszenz somit erhtht. Dieser Farbstoff ist
allerdings nicht spezifisch fir das jeweilige PCR-Produkt. Die Spezifitat der verwendeten
Primer wurde im Anschluss an die PCR durch eine Schmelzkurvenanalyse getestet. Die
Temperatur wurde daftr kontinuierlich erhéht, um den spezifischen DNA-Doppelstrang
aufzuschmelzen und den Farbstoff wieder freizusetzen. Uber die Dissoziationskurve konnte
schlie3lich analysiert werden, ob wahrend der PCR lediglich ein spezifisches PCR-Produkt

entstanden war.

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes und das verwendete Temperaturprofil fir die

PCR und die Schmelzkurvenanalyse sind im Nachfolgenden dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit

cDNA 1l 95 °C 20s

FAST SYBR Green PCR 5l 95°C 3s 40 x
Master Mix 60 °C 30s

Primer sense (10 pM) 0.25 pl Schmelzkurve

Primer antisense (10 pM) 0.25 pl

RNase-freies H20 3.5l

Zum anderen wurden Tagman Assays on Demand von Applied Biosystems verwendet. Die
sequenz-spezifischen Tagman-Sonden tragen am 5° Ende den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
Carboxyfluorescein (FAM) und am 3‘ Ende den Quencher Tetramethylrhodamin (TAMRA).
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Durch die raumliche Néhe zwischen Reporter und Quencher wird die emittierte Fluoreszenz
des Reporters abgeschwacht. Zugrundeliegend ist hierbei der sogenannte fluorescence
resonance energy transfer (FRET). Wahrend der Synthese des komplementaren Stranges trifft
die Tag-Polymerase auf die sequenz-spezifische Sonde, welche die Zielsequenz gebunden
hat. Die Tag-Polymerase besitzt zusatzlich eine 5°-3'-Exonukleaseaktivitat, welche dafir
sorgt, dass der Reporterfarbstoff freigesetzt wird. Der Reporter befindet sich somit nicht mehr
in raumlicher Nahe des Quenchers und die emittierte Fluoreszenz ist messbar. Die

Fluoreszenz nimmt somit proportional zur Menge der zugrundeliegenden cDNA zu.

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes und das verwendete Temperaturprofil RT-

gPCR mittels Tagman Assay on Demand sind im Nachfolgenden dargestellt.

Reagenz Volumen Temperatur Zeit

cDNA 1l 95 °C 20s

Tagman Fast PCR 95 °C 3s

Mastermix SHl 60 °C 30s 40x
Tagman-Sonde 0.25 pl

RNase-freies H20 3.75 pl pl

Fur die Auswertung der Daten wurde in dieser Arbeit die sogenannte AACt-Methode
angewandt. Es handelt sich hierbei um eine relative Quantifizierung bezogen auf die Ct-Werte
eines Referenzgens (ActB) und einer Kalibratorprobe. Bei dem Ct-Wert (cycle threshold)
handelt es sich um die Anzahl an Zyklen, die bendtigt wird, um einen bestimmten
Schwellenwert (threshold) des Fluoreszenzsignals zu tGiberschreiten. Je niedriger der Ct-Wert,
desto weniger Zyklen wurden bengétigt, um den Schwellenwert zu erreichen und umso mehr
cDNA lag der Messung zugrunde. Ein niedrigerer Ct-Wert weist also auf eine verstarkte

Genexpression hin.

Im ersten Schritt der AACt-Methode wird flr die Normalisierung auf eine endogene Kontrolle

die Differenz der Ct-Werte von Referenzgen (in diesem Fall ActB) und Zielgen gebildet.
Ct Zielgen — Ct Referenzgen = ACt

Im Anschluss wird die Differenz zwischen der jeweiligen Probe und einer Kalibratorprobe
gebildet, um die differentielle Expression zu berechnen. Bei der Kalibratorprobe handelt es

sich meist um unbehandelte oder DMSO-behandelte Zellen.
ACt-WeI"[ ProbeX — ACt-WeI"[ Kalibrator = AACt-WeI"[
Die x-fache mRNA Expression wird letztendlich wie folgt angegeben:

x-fache Expression des Zielgens = 2-24¢t,
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3.4.13 Sequenzierung der RNA
Die RNA-Sequenzierung (RNASeq) wurde in dieser Arbeit von Novogene durchgefihrt. Dafur

wurden 25 pl (30 ng/pl) RNA zu Novogene gesendet. Dort wurde eine polyA-Anreicherung
durchgefuhrt und somit lediglich messenger RNAs (mRNAs) sequenziert. Die DeSeq2

Auswertung der Daten wurde ebenfalls von Novogene tibernommen.

3.5 Bioinformatische Auswertungen

3.5.1 Auswertung von Omics-Daten
Daten, welche mittels Massenspektrometrie erhoben wurden, wurden mittels Perseus

ausgewertet (Priester et al., 2023; Tyanova and Cox, 2018). Der Student’'s T-Test wurde
mittels Perseus durchgefiihrt, um deregulierte Proteine (DEP) zu identifizieren. Die Liste der
DEPs wurde anschlieRend tber Excel 2016 weiter analysiert, gefiltert und z.B. in Form von

heatmaps visualisiert.

Transkriptom und Sekretomdaten wurden von den Firmen Novogene bzw. Olink (Prof
Graumann — Universitat Marburg) analysiert. Auch die statistischen Auswertungen wurden von
den jeweiligen Firmen/Arbeitsgruppen durchgefiihrt. Die Liste der deregulierten Gene bzw.
Proteine wurde anschliel3end Uber Excel 2016 weiter analysiert, gefiltert und z.B. in Form von

heatmaps visualisiert.

Venn  Diagramme  wurden (Uber die frei  zugéngliche Anwendung von
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/  erstellt.  Uberreprasentationsanalysen
wurden mittels Metascape Software durchgefinhrt, welche Uber
https://metascape.org/gp/index.html#/main/stepl zuganglich ist. Die Software nutzt die
Ontologiequellen GO Biological Processes, CORUM, KEGG Pathway, WikiPathways,
Canonical Pathways, Reactome Gene Sets, TRRUST, DisGeNET, PaGenBase, COVID,
PANTHER Pathway und Transcription Factor Targets sowie alle Gene im Genom als
Hintergrund fir die Anreicherung. Die Berechnungen der P-Werte erfolgten unter Verwendung
der kumulativen, hypergeometrischen Verteilung. Die Berechnung der g-Werte erfolgte auf
der Grundlage des Benjamini-Hochberg-Verfahrens (Zhou et al., 2019). Die Datenmatrix der
NPX-Werte und Z-Skalierungen sowie das k-means Clustering wurde mittels Morpheus
Software des Broad |Institute erstellt. Die  Software ist ebenfalls Uber

https://software.broadinstitute.org/morpheus/ frei zuganglich.

3.5.2 Statistische Auswertung
Es wurden stets ungepaarte, parametrische und zweiseitige T-Tests zur statistischen

Auswertung durchgefiihrt. Die Analyse erfolgt dabei Gber GraphPad Prism (Version 9.5.0) oder
Excel 2016.
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4 Ergebnisse

4.1 Differentielle Effekte verschiedener CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK)
im IL-1 Signalweg systematisch in unterschiedlich perturbierten Modellsystem zu untersuchen.
Insbesondere sollte die Bedeutung der CDKs in der IL-1 induzierten Genexpression von NF-kB
abhangigen Zielgenen analysiert werden. Zudem sollte die Rolle der CDKs bei der IL-1
vermittelten Sekretion von Zytokinen, welche fur das Tumormikromilieu relevant sind,
untersucht werden. Um diese Fragen zu adressieren, wurden initial verschiedene CDK
Inhibitoren eingesetzt. Zum einen wurde der pan-CDK Inhibitor Flavopiridol verwendet,
welcher CDK1, CDK2, CDK4/6, CDK7 und CDKS9 inhibiert. Zum anderen wurde der selektive
CDK12/13 Inhibitor THZ531 eingesetzt (Abb. 1.5).

Um die Effekte von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg untersuchen zu kénnen,
wurde zunachst die Zeit- und Dosisabhangigkeit der Inhibitoreffekte getestet. Hierzu wurden
HCT116 Zellen und HeLa Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren fur
unterschiedliche Zeiten behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen fir Western Blot Analysen
geerntet. Diese zeigten, dass durch Flavopiridol (Abb. 4.1 A) die Phosphorylierungen von
Poll Il an Ser2 und Ser5 zeit- und dosisabhangig in beiden Zelllinien abnahmen. Auch die
Gesamtproteinmenge von Pol Il wurde reduziert. Die Phosphorylierung von Rb war ebenfalls
verringert, wenn die Zellen mit 10 uM Flavopiridol oder fir 24 h behandelt wurden. Die
Gesamtproteinmengen von CDK4 und CDK6 wurden durch die Flavopiridol-Behandlung in
beiden Zelllinien nicht beeinflusst. Fur weiterfihrende Versuche wurde eine Konzentration von
10 pM Flavopiridol gewahlt. Wurden die Zellen im Vergleich mit THZ531 behandelt (Abb.
4.1 B), wurde ebenfalls eine zeit- und dosisabhangige Verringerung der Phosphorylierung von
(S2)-Pol 1l gezeigt. Des Weiteren zeigte die Western Blot Analyse, dass cleaved-PARP (c-
PARP), ein Marker fir Apoptose (Oliver et al., 1998), erhoht detektierbar war, wenn die HeLa
Zellen fur 24 h mit 1 pM bzw. fur 6 h oder 24 h mit 10 pM THZ531 behandelt wurden. In den
HCT116 Zellen wurde c-PARP jeweils nach 24 h Behandlung detektiert (unabhangig von der
Konzentration). Zusatzlich nahm die Phosphorylierung von H2AX (yH2AX) in den HelLa Zellen
zeit- und dosisabhangig zu. Bei yH2AX handelt es sich um einen Marker fir
Doppelstrangbriiche bzw. DNA-Schaden (Kuo and Yang, 2008). In den HCT116 Zellen wurde
yH2AX Uberwiegend nach 24 h Behandlung detektiert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden
die Zellen in anschlielenden Experimenten mit 1 uM THZ531 behandelt. Die Detektion der

Proteine Actinin und B-Actin diente jeweils dem Nachweis der gleichmafigen Gelbeladung.
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Abb. 4.1 Zeit- und Dosisabhéangigkeit der Inhibitoreffekte von Flavopiridol und THZ531.

HCT116 und HelLa Zellen wurden fir 3 h, 6 h oder 24 h mit 0.1 uM, 1 uM oder 10 uM (A) Flavopiridol oder (B)
THZ531 behandelt. Zusatzlich wurden Zellen fir 24 h mit 0.1 % DMSO behandelt. Dies diente der
Lésungsmittelkontrolle. Die Zellen wurden geerntet und eine Gesamtzelllyse durchgefiihrt. Die Gesamtzelllysate
wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. Es wurde ein biologisches Replikat durchgefuhrt.

4.1.1 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte Genexpression und
Proteinsekretion in HCT116 Zellen

Um den Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg und die IL-1 induzierte
Genexpression zu analysieren, wurden HCT116 Zellen mit 10 uM Flavopiridol oder 1 pM
THZ531 vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Kontrolle mit DMSO behandelt, wahrend

weitere Kontrollzellen vollstdndig unbehandelt blieben. Nach einer Stunde Inkubation wurden
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die Zellen zusatzlich fiir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen
geerntet. Ein Teil der Zellen wurde dabei fur Proteindetektionen mittels Western Blot lysiert.
Aus den restlichen Zellen wurde die RNA fir anschlielBende RT-gPCRs isoliert. Die Western
Blot Analyse (Abb. 4.2 A) zeigte, dass die Gesamtproteinmenge von Pol Il durch die
Behandlung der HCT116 Zellen mit beiden Inhibitoren reduziert war. Auch die
Phosphorylierung von (S2)-Pol Il wurde durch Flavopiridol und THZ531 stark verringert. Im
Gegensatz war die Phosphorylierung von Rb lediglich reduziert, wenn die Zellen mit
Flavopiridol behandelt wurden. Die Inhibition von CDK12/13 fir maximal 4 h hatte keinen
Einfluss auf die Rb-Phosphorylierung und somit auf den G1/S Ubergang des Zellzyklus. Um
eine Aussage Uber den Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg treffen zu kénnen,
wurden verschiedene Komponenten des IL-1 Sighalwegs im Western Blot detektiert. Beide
Inhibitoren zeigten keinen Einfluss auf die Gesamtproteinmenge von p65 und die IL-1
induzierte Phosphorylierung von p65. In unbehandelten bzw. DMSO-behandelten Zellen
wurde IkBa nach 0.5 h IL-1 Stimulation degradiert, um die Translokation von NF-kB in den
Zellkern zu erméglichen. Nach 1 h Stimulation setzte die Re-Synthese von IkBa ein, so dass
3 h nach der Stimulation die Ausgangsproteinmenge wieder erreicht war. Wurden HCT116
Zellen mit Flavopiridol behandelt, wurde IkBa ebenfalls 0.5 h nach der Stimulation proteasomal
abgebaut. Die Behandlung mit Flavopiridol hatte allerdings eine nahezu komplette Inhibierung
der Re-Synthese von IkBa zur Folge. Wurden die Zellen im Vergleich mit THZ531 behandelt,
wurde IkBa ebenfalls nach 0.5 h IL-1 Stimulation degradiert. Die Re-Synthese von IkBa war
durch die Inhibition von CDK12/13 jedoch verlangsamt. IkBa wurde exprimiert, jedoch war
nach 3 h IL-1 Stimulation die Ausgangsproteinmenge noch nicht wieder erreicht (Abb. 4.2 B).
Auch die IL-1 induzierte Synthese des NF-kB-Inhibitors A20 wurde durch die Behandlung der
Zellen mit Flavopiridol vollstandig supprimiert, wahrend die Behandlung mit THZ531 fir eine
verringerte bzw. verlangsamte Synthese sorgte. Somit zeigten beide Inhibitoren einen Einfluss
auf zwei zentrale zytosolische Inhibitoren des NF-kB Signalwegs. Die Detektion der Proteine
Actinin und B-Actin diente dem Nachweis der gleichmaRigen Gelbeladung. Fir die
Quantifizierungen wurden die Chemilumineszenz-Intensitaten der Western Blots bestimmt und

auf diese normiert.
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Abb. 4.2 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg in HCT116 Zellen.

(A) HCT116 Zellen wurden mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen zusétzlich fur 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und eine Zelllyse
wurde durchgefiihrt. Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B)
Quantifizierung der Western Blot Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in HCT116
Zellen. Die Proteinmengen wurden auf die unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-
Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhangigen,
biologischen Replikaten dargestellt. Fir die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und
zweiseitiger T-Test durchgefihrt (* p < 0.05).

Die Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR (Abb. 4.3) deuteten darauf hin, dass
Flavopiridol die IL-1 induzierte Genexpression erheblich supprimierte. Die Expression aller
getesteten IL-1 Zielgene war praktisch nicht mehr induzierbar, wenn die Zellen mit Flavopiridol
vorbehandelt wurden. Im Gegensatz dazu zeigte die THZ531-Behandlung differentielle Effekte
auf verschiedene NF-kB Zielgene. Die Expression von IL8, CXCL2, NFKBIA und CCL20 wurde
nach 3 h IL-1 Stimulation durch THZ531 im Vergleich zu unbehandelten bzw. DMSO
behandelten Zellen verstarkt. Nach nur 1 h IL-1 Stimulation war die Expression von IL8 und
NFKBIA hingegen reduziert. Die mMRNA Mengen von ICAM1 und BIRC3 waren hingegen im
Vergleich zu den Kontrollen zu jedem Zeitpunkt verringert. Das Losungsmittel DMSO hatte

keinen Einfluss auf die Expression der getesteten Gene.
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Abb. 4.3 Differentieller Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Genexpression in
HCT116 Zellen.

HCT116 Zellen wurden mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen fur 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet. AnschlieBend wurde die
RNA isoliert und eine reverse Transkription durchgefihrt. Es wurden sowohl Tagman-gPCRs (ActB, IL8, CXCL2,
NFKBIA, CCL20 und ICAM1) als auch qPCRs mittels SYBR Green Assay (ActB, BIRC3) durchgefihrt. Zur
Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode verwendet. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB
und die unstimulierte Probe. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen
Replikaten dargestellt. Fiir die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test
durchgefihrt (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001).

Zusétzlich zu den Genexpressionsanalysen, wurde der Einfluss der Inhibitoren auf die IL-1
vermittelte Proteinsekretion untersucht. Dafir wurden HCT116 Zellen mit 10 uM Flavopiridol
oder 1 uM THZ531 vorbehandelt. Weitere Zellen wurden mit DMSO behandelt, wahrend
andere Zellen ganzlich unbehandelt blieben. Nach einer Stunde Vorbehandlung mit den
Inhibitoren bzw. dem Losungsmittel, wurden die Zellen fur 16 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert.
Die Zellkulturiberstande wurden im Anschluss fiir Sekretomanalysen geerntet. Zusatzlich
wurden die geernteten Zellpellets lysiert, um die gemessenen Gesamtproteinkonzentrationen
auf die finale Zellzahl normalisieren zu kdnnen. Als Kontrolle der CDK Inhibition wurden die
Lysate aul3erdem fiir Proteindetektionen im Western Blot eingesetzt. Es wurden ELISA
Analysen durchgeflihrt, um die Proteinkonzentrationen von IL-8, CXCL2, CCL20 und ICAM1

in den Zellkulturiiberstdnden absolut zu bestimmen.

Die im ELISA ermittelten Proteinkonzentrationen (Abb. 4.4) zeigten, dass Flavopiridol einen
starken supprimierenden Effekt aufwies. Die IL-1 induzierte Sekretion aller gemessenen
Proteine war deutlich unterdriuickt. Die selektive Inhibition von CDK12/13 sorgte hingegen fur
einen Anstieg der Sekretion von CXCL2 und CCL20. Bereits die basale Sekretion von CXCL2

war nach der Behandlung der Zellen mit THZ531 im Vergleich zu unbehandelten Zellen erhoht.
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Im Gegensatz war das IL-1 vermittelte shedding von ICAM1 reduziert. Beim shedding werden
extrazellulare Domé&nen von Membranproteinen proteolytisch geschnitten und somit
freigesetzt (Huovila et al., 2005). Dies spiegelte die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen

wider.
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Abb. 4.4 Differentieller Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in
HCT116 Zellen.

HCT116 Zellen wurden mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellkulturiberstande wurden geerntet und im ELISA fur IL-8,
CXCL2, CCL20 und ICAM1 eingesetzt. Dargestellt sind die anhand den erstellten Standardreihen berechneten
Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden auf die Gesamtproteinkonzentration normalisiert. Es sind die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse
wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefuhrt (* p < 0.05; ** p £0.01; *** p < 0.001;
****p <0.0001).

Die parallel zu den ELISA Versuchen durchgefiihrte Western Blot Analyse (Abb. 4.5 A) zeigte
eine reduzierte Phosphorylierung von (S2)- und (S5)-Pol Il durch beide Inhibitoren. Die
Phosphorylierung von Rb war nach der Flavopiridol-Behandlung stark verringert. Auch die
Inhibition von CDK12/13 fithrte nach 17 h zu einer Verringerung der Rb-Phosphorylierung. Des
Weiteren wurde die Phosphorylierung von p65 nach 17-stiindiger Behandlung mit beiden
Inhibitoren, im Gegensatz zur 4 h Inkubation (Abb. 4.2), reduziert (Abb. 4.5 B). Die
Gesamtproteinmenge von p65 war nach 16 h IL-1 Stimulation ebenfalls verringert und die
Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren fiihrte zu einer zusatzlichen Verminderung der
p65-Menge. Die Synthese von IkBa und A20 wurde durch Flavopiridol vollstandig supprimiert.
Bereits in der unstimulierten Probe war die IkBa-Proteinmenge durch die pan-CDK Inhibition
verringert. Die Inhibition von CDK12/13 resultierte in einer verringerten Synthese von A20 und
IkBa. Auch unter basalen Bedingungen war die IkBa-Proteinmenge im Vergleich zu
unbehandelten Zellen reduziert. Die Detektion von f-Actin und Actinin diente der

Ladungskontrolle.
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Abb. 4.5 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg nach 17 h in HCT116 Zellen.
HCT116 Zellen wurden mit Flavopiridol (FVP) [10 uM] oder THZ531 [1 pM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und eine Zelllyse wurde durchgefihrt. (A)
Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot
Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in HCT116 Zellen. Die Proteinmenge wurde auf
die unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt.
Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhangigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fir
die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (* p < 0.05;
**p<0.01; ** p<0.001; *** p <0.0001).

4.1.2 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte Genexpression und
Proteinsekretion in HelLa Zellen

Um die gezeigten Ergebnisse in einer weiteren Krebszelllinie zu validieren, wurden die
Versuche mit HeLa Zellen durchgefiihrt. Bei HelLa Zellen handelt es sich um humane,
epitheloide Zervixkarzinomzellen. Um den Einfluss der CDK Inhibition auf den IL-1 Signalweg
und die IL-1 vermittelte Genexpression zu analysieren, wurde Flavopiridol oder THZ531 in das
Zellkulturmedium der HelLa Zellen gegeben. Als Kontrolle blieben weitere Zellen unbehandelt
bzw. wurden mit DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung der Zellen mit den Inhibitoren fir
1 h, wurden die Zellen zusatzlich fiir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a stimuliert. AnschlieRend
wurden die Zellen geerntet. Aus einem Teil der geernteten Zellen wurde die RNA isoliert, um
anschliel3end Genexpressionsanalysen tiber RT-gPCR durchfiihren zu kdnnen. Der Rest der
Zellen wurde lysiert. Die Lysate wurden fur die Proteindetektion im Western Blot verwendet.
Wie bereits die Analyse der Zeit- und Dosisabhéngigkeit der Inhibitoren zeigte, nahm die
Phosphorylierung von (S2)-Poll Il durch die Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren ab
(Abb. 4.6 A). Auch die Gesamtproteinmenge von Pol Il wurde durch die CDK Inhibitoren
reduziert. Des Weiteren zeigte die Western Blot Analyse, dass die Phosphorylierung von Rb
ausschlie3lich reduziert war, wenn die HeLa Zellen mit dem pan-CDK Inhibitor behandelt
wurden und somit CDK4/6 inhibiert wurden. Die Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren fiir

4h hatte keinen Einfluss auf die IL-1 induzierte Phosphorylierung bzw. die
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Gesamtproteinmenge von p65. Die IL-1 Stimulation der Zellen induzierte die Degradation von
IkBa. Nach 1 h IL-1 Stimulation begann die Re-Synthese von IkBa, so dass nach 3 h die
Ausgangsproteinmenge wieder erreicht wurde. Die Re-Synthese von IkBa wurde durch
Flavopiridol supprimiert. Wurden hingegen CDK12/13 inhibiert, so war die Re-Synthese von
IkBa nicht ganzlich unterdrickt. Nach 1 h IL-1 Stimulation war die Proteinmenge von IkBa im
Vergleich zur DMSO Kontrolle reduziert. Die Re-Synthese schien lediglich verlangsamt. Der
Effekt auf die Re-Synthese von IkBa fiel verglichen zu den HCT116 Zellen (Abb. 4.2)
schwacher aus. Die IL-1 induzierte Synthese des NF-kB-Inhibitors A20 wurde durch
Flavopiridol und THZ531 eingedammt. Zur Kontrolle der gleichméRigen Gelbeladung wurden
B-Actin und Actinin detektiert. Fur die Quantifizierung der Blots (Abb. 4.6 B) wurde die

Chemilumineszenz-Intensitat bestimmit.
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Abb. 4.6 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg in HeLa Zellen.

(A) HeLa Zellen wurden mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen zusétzlich fur 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und lysiert. Die
Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot
Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in HeLa Zellen. Die Proteinmenge wurde auf die
unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es
sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhéangigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die
Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefihrt (* p < 0.05).

Die RNA der geernteten Zellen wurde fir Genexpressionsanalysen isoliert. Die Ergebnisse
der RT-gPCR (Abb. 4.7) zeigten, dass die pan-CDK Inhibition durch Flavopiridol auch in HeLa
Zellen die Expression aller getesteten IL-1 Zielgene unterdriickte. Die selektive Inhibition von
CDK12/13 zeigte hingegen differentielle Effekte auf verschiedene NF-kB Zielgene. Die
Expression von NFKBIA wurde nach 3 h IL-1 Stimulation signifikant induziert. Auch die
Expressionen von IL8, CXCL2 und CCL20 waren nach 3 h IL-1 Stimulation im Vergleich zur

DMSO behandelten Kontrolle leicht erhoht. Hierbei handelte es sich allerdings nicht um
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signifikante Effekte. Die mMRNA Menge von IL6 blieb unverandert wahrend die Genexpression
von ICAM1 durch die CDK12/13 Inhibition stark verringert war. So lie3en sich die IL-1 Zielgene
in unterschiedliche Gruppen unterteilen. Insgesamt waren die beschriebenen Effekte im
Vergleich zu HCT116 Zellen weniger ausgepragt.
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Abb. 4.7 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Genexpression in HeLa Zellen.

HelLa Zellen wurden mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 pM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt
oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen fur
0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet. AnschlieRend wurde die RNA isoliert
und eine reverse Transkription durchgefiihrt. Fir die gPCR wurden Tagman-Sonden verwendet. Zur Auswertung
der Daten wurde die AACt-Methode verwendet. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB und die
unstimulierte Probe. Die Anzahl an unabhéngigen, biologischen Replikaten betrug n=3. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert (xStandardabweichung). Fir die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und
zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Neben den Effekten auf die IL-1 vermittelte Genexpression, sollte zusatzlich der Einfluss der
verschiedenen CDK Inhibitoren auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in HelLa Zellen
analysiert werden. Daflr wurden HelLa Zellen mit Flavopiridol oder THZ531 behandelt. Als
Kontrollen wurden weitere Zellen unbehandelt gelassen bzw. mit DMSO behandelt. Nach 1 h
Inhibitorbehandlung wurden die HelLa Zellen zusatzlich fir 16 h mit IL-1 stimuliert, um den
Einfluss auf die IL-1 induzierte Sekretion untersuchen zu koénnen. Die Zellkulturiberstéande
wurden fir die Sekretomanalyse geerntet. Des Weiteren wurden die Zellen geerntet und
lysiert. Die Zelllysate wurden als Kontrolle der Inhibitorbehandlung zur Proteindetektion im
Western Blot eingesetzt. Die gemessenen Proteinkonzentrationen der Bradford-Messung
wurden zudem verwendet, um die Sekretomanalysen auf die Zellzahl zu normieren. Es wurden
ELISA Experimente fiir IL-8, CXCL2, CCL20 und ICAM1 durchgefihrt. Die absolut bestimmten
Proteinkonzentrationen (Abb. 4.8) zeigten, dass Flavopiridol die IL-1 induzierte Sekretion von
IL-8, CXCL2, CCL20 und ICAM1 unterdriickte. Die selektive Inhibition von CDK12/13 hatte
hingegen eine stark erhdhte IL-1 induzierte Sekretion von IL-8, CXCL2 und CCL20 zur Folge.

Im Gegensatz wurde die Freisetzung bzw. das shedding von ICAM1 durch die Inhibition von
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CDK12/13 reduziert. THZ531 hatte somit einen differentiellen Effekt auf die Sekretion
verschiedener Proteine. Insgesamt reflektierte die Sekretomanalyse die

Genexpressionsanalyse.
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Abb. 4.8 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in HeLa Zellen.
HelLa Zellen wurden mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt
oder wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen fur 16 h
mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellkulturiberstdande wurden geerntet und in ELISA-Analysen fur IL-8, CXCL2,
CCL20 und ICAM1 eingesetzt. Dargestellt sind die anhand den erstellten Standardreihen berechneten
Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden auf die Gesamtproteinkonzentration normiert. Es sind die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse
wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (p < 0.05; **** p < 0.0001).

Die parallel zu den ELISA durchgefiihrte Western Blot Analyse (Abb. 4.9) zeigte, dass die
Gesamtproteinmenge von Pol Il und die Phosphorylierung von (S2)-Pol 1l sowohl durch
Flavopiridol als auch durch THZ531 stark reduziert war. Die Phosphorylierung von Rb war
nach der Flavopiridol-Behandlung ebenfalls stark verringert. Auch die spezifische Inhibition
von CDK12/13 fur insgesamt 17 h hatte eine reduzierte Phosphorylierung von Rb zur Folge.
Des Weiteren deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass die Gesamtproteinmenge von p65
durch die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol und THZ531 fir 17 h leicht reduziert war.
Auch auf die IL-1 vermittelte Phosphorylierung von p65 hatten die beiden Inhibitoren einen
stark supprimierenden Einfluss. Die Gesamtproteinmenge von IkBa war stark reduziert, wenn
die Zellen fiur 17 h mit Flavopiridol behandelt wurden. Die Re-Synthese von IkBa wurde
vollkommen unterdriickt. Wurden die Zellen hingegen fiir 17 h mit THZ531 behandelt, war die
Gesamtproteinmenge von IkBa nur minimal und nicht signifikant reduziert. Nach 16 h IL-1
Stimulation konnte kein Effekt auf die Re-Synthese von IkBa gezeigt werden. Die IL-1
induzierte Synthese von A20 wurde durch beide Inhibitoren unterdriickt. Bereits unter basalen
Bedingungen war die Proteinmenge von A20 reduziert. Die Detektion von 3-Actin und Actinin

diente dem Nachweis der gleichmafigen Gelbeladung.
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Abb. 4.9 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg nach 17 h in HeLa Zellen.

HelLa Zellen wurden mit Flavopiridol (FVP) [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und eine Zelllyse wurde durchgefihrt. (A)
Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot
Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in HeLa Zellen. Die Proteinmenge wurde auf die
unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es
sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fir die
Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefihrt (* p < 0.05;
**p <0.01).

4.1.3 Differentielle Effekte von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte
Genexpression in Ovarialkarzinomzellen

Bei einem Ovarialkarzinom handelt es sich um eine bgsartige Tumorerkrankung der
Eiersttcke. Es ist der aggressivste aller gynakologischen Krebsarten. Das high-grade serous
ovarian carcinoma (im Deutschen high-grade serdses Ovarialkarzinom, HGSOC) ist dabei die
haufigste (ca. 75 %) und gleichzeitig die bosartigste Form des Ovarialkarzimons. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei lediglich 20-30 %. In 95 % aller Falle tritt im Ovarialkarzinom eine
Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 auf. Doch auch CDK12 gehért zu einem der 10 am
haufigsten mutierten Gene in HGSOC (Cancer Genome Atlas Research, 2011). Aus diesem
Grund war es interessant, die Rolle von CDK12 und CDK13 im IL-1-NF-kB Signalweg auch im
Ovarialkarzinom zu untersuchen. Fir diesen Zweck wurden zunédchst OVCAR-4 Zellen
verwendet. Hierbei handelt es sich um HGSOC-Zellen, die aus den Aszites einer 42-jahrigen
Patientin stammen. Der Tumor der Patientin war resistent gegen Cisplatin und wies eine

homozygote Leul30Val Mutation von TP53 auf.

Um den Einfluss der CDK Inhibition auf den IL-1 Signalweg in OVCAR-4 Zellen zu
untersuchen, wurden der pan-CDK Inhibitor Flavopiridol und der selektive CDK12/13 Inhibitor
THZ531 eingesetzt. Die OVCAR-4 Zellen wurden fiir 1 h mit Flavopiridol (10 pM) oder THZ531

70



Ergebnisse

(1 uM) vorbehandelt. Bei weiteren Zellen wurde dem Zellkulturmedium DMSO zugesetzt. Dies
diente der Losungsmittelkontrolle. Weitere Zellen blieben unbehandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen zusatzlich fir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a stimuliert. Im
Anschluss wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der Zellen wurde fir Western Blot Analysen
lysiert. Aus den ubrigen Zellen wurde die RNA fur anschlielende RT-gPCRs isoliert. Die
Proteindetektionen mittels Western Blot sind in Abb. 4.10 dargestellt. Fir die Quantifizierung
der Blots (Abb. 4.10 B) wurden die Chemilumineszenz-Intensitdten der Western Blots
bestimmt und die Werte auf die unbehandelte Probe normiert. Die Analysen zeigten, dass die
Phosphorylierung von (S2)-Pol Il durch die Behandlung der Zellen mit beiden CDK Inhibitoren
reduziert war. Sowohl die pan-CDK Inhibition als auch die selektive CDK12/13 Inhibition
beeinflusste somit die Phosphorylierung der CTD von Polymerase |Il. Die
Gesamtproteinmenge von Pol Il war dabei nicht betroffen. Die Phosphorylierung von Rb wurde
aufgrund der Inhibition von CDK4/6 durch Flavopiridol verringert. THZ531 hatte nach 4 h
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von Rb. Um den Einfluss der CDK Inhibition auf den
IL-1 Signalweg zu untersuchen, wurden einige Komponenten des IL-1 Signalwegs im Western
Blot detektiert. Die Gesamtproteinmenge von p65 blieb jeweils unveréandert. Auch auf die IL-1
induzierte Phosphorylierung der NF-kB Untereinheit p65 hatten die beiden Inhibitoren keinen
Einfluss. Der NF-kB Inhibitor 1kBa wurde auch in den OVCAR-4 Zellen nach 0.5 h IL-1
Stimulation proteasomal degradiert und erlaubte somit die Translokation der NF-kB
Untereinheiten in den Zellkern. Nach 1 h IL-1 Stimulation begann die Re-Synthese, sodass
nach 3 h Stimulation die Ausgangsproteinmenge von IkBa in den OCVAR-4 Zellen
Uberschritten wurde. Wurden die Zellen mit dem pan-CDK Inhibitor Flavopiridol behandelt, war
die basale Menge von IkBa im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle leicht verringert.
Nach 0.5 h IL-1 Stimulation wurde IkBa depletiert, allerdings erfolgte keine Re-Synthese. Die
Behandlung der Zellen mit Flavopiridol hat somit eine Unterdriickung der Re-Synthese zur
Folge. Nach erfolgter Inhibition von CDK12/13 wurde IkBa ebenfalls nach 0.5 h IL-1
Stimulation abgebaut. Nach 1 h und 3 h IL-1 Stimulation waren die Gesamtproteinmengen von
IkBa jeweils im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen reduziert. Die Re-Synthese war
geschwacht. Auch bei A20 handelt es sich im einen Inhibitor von NF-kB, welcher in den
OVCAR-4 Zellen nach 1 h IL-1 Stimulation exprimiert wurde. Die Flavopiridol-Behandlung
unterdriickte die IL-1 induzierte Synthese von A20, wahrend THZ531 eine leicht verringerte
oder entschleunigte Synthese verursachte. Die Haushaltsproteine $-Actin und Actinin wurden

als Ladekontrollen detektiert. DMSO hatte keinen Einfluss auf die detektierten Proteinmengen.
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Abb. 4.10 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg in OVCAR-4 Zellen.

(A) OVCAR-4 Zellen wurden mit Flavopiridol [10 puM] oder THZ531 [1 pM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen zusatzlich fir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und lysiert. Die
Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot
Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in OVCAR-4 Zellen. Die Proteinmenge wurde
auf die unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software
durchgefiihrt. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten
dargestellt.

Wie beschrieben, wurden parallel zur Western Blot Analyse Zellen fir
Genexpressionsanalysen (Abb. 4.11) geerntet. Die IL-1 Stimulation induzierte die Expression
der getesteten Gene in OVCAR-4 Zellen. Beispielsweise wurde die Expression der Gene IL8,
CXCL2 und CCL20 induziert, welche fiir Zytokine codieren. Auch die Expression von ICAM1
(ein Zelladhasionsmolekil) und NFKBIA (codierend fir IkBa) wurde induziert. Damit ist die IL-1
Responsivitédt der OVCAR-4 Zellen vergleichbar mit der der HCT116 und HelLa Zellen und die
IL-1 abhangigen Effekte sind in unterschiedlichen (Tumor)Zellen reproduzierbar. Die Inhibition
verschiedener CDKs durch Flavopiridol unterdriickte die Expression aller gemessenen IL-1
Zielgene. Flavopiridol hatte somit auch in OVCAR-4 Zellen einen starken supprimierenden
Effekt auf die IL-1 induzierte Genexpression. Die Inhibition von CDK12/13 hatte wiederum eine
verstarkte Expression der Zytokingene IL8 und CXCL2 nach 3 h IL-1 Stimulation zur Folge,
wobei der Effekt auf IL8 moderat ausfiel bzw. nicht signifikant war. Auch die mRNA Menge von
NFKBIA war durch THZ531 nach 3 h IL-1 Stimulation im Vergleich zu DMSO-behandelten
Zellen erhoht. Im Gegensatz dazu waren die mRNA Mengen von ICAM1 und BIRC3 nach 1 h
und 3 h IL-1 Stimulation stark reduziert. Diese differentiellen Effekte der CDK12/13 Inhibition
auf die IL-1 induzierte Genexpression stimmten damit mit den in HCT116 und HelLa Zellen

beobachteten Phanotypen berein.
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Abb. 4.11 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Genexpression in OVCAR-4 Zellen.

OVCAR-4 Zellen wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen zusétzlich fur 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet.
Die RNA wurde isoliert und eine reverse Transkription durchgefiihrt. Es wurden sowohl Tagman-gPCRs (ActB, IL8,
CXCL2, NFKBIA, CCL20 und ICAM1) als auch gPCRs mittels SYBR Green Assay (ActB, BIRC3) durchgefuhrt. Zur
Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode verwendet. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB
und die unstimulierte Probe. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen
Replikaten dargestellt. Fir die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test
durchgefihrt (* p £ 0.05; ** p <£0.01; *** p < 0.001).

Bis vor einigen Jahren wurde davon ausgegangen, dass das HGSOC direkt im Epithelium der
Eierstocke entsteht. Doch zunehmende Evidenz zeigt, dass das HGSOC in vielen Fallen
seinen Ursprung im Epithelium der Eileiter hat (Labidi-Galy et al., 2017). Aus diesem Grund
war es interessant, Eileiter-Zellen im Zusammenhang mit der CDK Inhibition genauer zu
untersuchen. In der Arbeitsgruppe von Prof. Schmitz (JLU) wurde dafiir ein HGSOC Modell
aus Eileiter-Zellen entwickelt. Die Etablierung dieser Zelllinie basierte auf den Arbeiten von
Karst and Drapkin, 2011 (Karst et al., 2011). Einer gesunden Person wurde Uber eine
prophylaktische Salpingektomie ein Eileiter entfernt. Die Zellen aus den Eileiter Fimbriae
wurden extrahiert und kultiviert. Letztendlich wurden Zellen selektiert, welche einen
sekretorischen Phénotyp aufwiesen. Hierbei handelt es sich um die sogenannten fallopian
tube secretory epithelial cells (FTSEC). Die FTSECs wurden Uber die Expression von hTERT,
einem shRNA vermittelten knockdown des Tumorsuppressors p53 und der Expression einer
aktivierenden Mutante von CDK4 (R24C) immortalisiert. Die immortalisierten FTSECs
(IFTSECs) waren kommerziell erhltlich (Abb. 4.12). In der Arbeitsgruppe Schmitz wurden die
erworbenen Zellen schlielich zu Krebszellen transformiert. Fur die Transformation wurde ein
duales, lentivirales System verwendet. Die Transformation wurde durch die Uberexpression

von Myc und die Expression einer gain-of-function Mutante von KRAS (G12V)
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(IFTSECs+mutKRAS/Myc) erzielt (Abb. 4.12). Die KRAS Mutation spielt eine wichtige Rolle in
verschiedenen Signalwegen, welche in vielen HGSOC Patienten dereguliert sind. Bei c-Myc
handelt es sich um ein gut charakterisiertes Onkogen, welches in 35 % aller HGSOC Féllen
Uberexprimiert ist (Cancer Genome Atlas Research, 2011). Zusatzlich wurden Zellen als
Kontrolle  der lentiviralen  Transduktion mit einem Leervektor transduziert
(IFTSECs+Leervektor). Viele Ergebnisse aus der Doktorarbeit von Jan Dreute (Dreute, 2023)
zeigen, dass die Transformation der Zellen erfolgreich war. Die Zellen erlaubten einen direkten

Vergleich zwischen gesunden Zellen und transformierten Krebszellen.

primdre FTSEC immortalisierte FTSEC HGSOC Modell
hTERT Transformation
— —
shp53 KRAS4B_G12V
CDK4_R24C c-Myc
FTSEC: fallopian tube erhalten von Applied Biological Materials Inc.

secretory epithelial cells

Abb. 4.12 Generierung eines HGSOC Modells durch sequentielle Immortalisierung und Transformation von
priméren Zellen des humanen Eileiters.

Fallopian tube secretory epithelial cells (FTSECs) wurden Uber hTERT, shp53 und eine aktivierende Mutation von
CDK4 (R24C) immortalisiert. AnschlieRend wurden die Zellen (iber die Uberexpression von Myc und die Expression
einer gain-of-function Mutante von KRAS (G12V) zu Krebszellen transformiert (Dreute, 2023).

Wie zuvor, sollte unter Verwendung dieses HGSOC Modells der Einfluss von Flavopiridol und
THZ531 auf den IL-1 Signalweg und die IL-1 induzierte Genexpression untersucht werden.
Hierfir wurden iFTSECs, iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc fur 1 h mit den
jeweiligen Inhibitoren vorbehandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen fiir 0.5 h, 1 h
und 3 h mit IL-1 stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der Zellen wurde
fur die Proteindetektion im Western Blot lysiert. Der zweite Teil wurde verwendet, um die RNA
aus den Zellen zu isolieren. Anschliel3end wurde eine reverse Transkription durchgefiihrt und

die Expression verschiedener Gene Uber RT-gPCR analysiert.

Die Effekte der Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg wurden mittels Western Blot (Abb. 4.13)
analysiert. Diese Analysen zeigten, dass die Gesamtproteinmenge von Pol Il durch beide
Inhibitoren in IFTSECs und iFTSECs+Leervektor nicht beeinflusst wurde. Lediglich in den
IFTSECs+mutKRAS/Myc war die Pol Il Gesamtproteinmenge durch Flavopiridol reduziert. Die
Ergebnisse zeigten zudem, dass die Phosphorylierung von Pol 1l an Ser2 durch die
Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren reduziert war. Dabei hatte Flavopiridol in allen
drei Zelllinien einen starkeren Effekt auf die (S2)-Pol II-Phosphorylierung als THZ531. Des
Weiteren deuteten die Western Blot Analysen darauf hin, dass die Verminderung der
Phosphorylierung von (S2)-Pol Il durch THZ531 verstarkt in FTSECs und
IFTSECs+Leervektor auftrat. In den IFTSECs+mutKRAS war die Reduktion moderat. Im
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Vergleich zu den bereits untersuchten Zelllinien (HCT116, HeLa, OVCAR-4), war der Effekt
von THZ531 in diesen Zelllinien gering. Die Phosphorylierung von Rb wurde lediglich reduziert,
wenn eine Inhibition der Zellzyklus-assoziierten CDKs durch Flavopiridol stattgefunden hatte.
Hier zeigten alle drei Zelllinien ein gleiches Verhalten. Auf die Gesamtproteinmenge von p65
hatte kein Inhibitor in keiner der Zellen einen Einfluss. Auch die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von p65 an Serin536 blieb durch beide Inhibitoren weitestgehend
unverandert. Lediglich in den iIFTSECs+mutKRAS/Myc fuhrte die Behandlung der Zellen mit
Flavopiridol zu einer langer anhaltenden Phosphorylierung. In allen drei biologischen
Replikaten war die p65-Phosphorylierung nach 3 h IL-1 Stimulation noch nicht abgeklungen,
wie es im Vergleich zu unbehandelten Zellen der Fall war (Abb. 4.13 B). Nach 0.5 h IL-1
Stimulation wurde IkBa auch in iIFTSECs, iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc
degradiert. Nach 1 h IL-1 Stimulation wurde gezeigt, dass die IkBa Proteinmenge zunimmt,
wahrend nach 3 h Stimulation die Ausgangsproteinmenge uberschritten wurde. Es fand somit
eine schnelle und starke Re-Synthese von IkBa in allen drei Zelllinien statt. Flavopiridol zeigte
fur alle drei Zelllinien denselben Effekt. Die Re-Synthese von IkBa wurde durch diesen Inhibitor
nahezu vollstandig supprimiert. Die selektive Inhibition von CDK12/13 flihrte hingegen zu einer
deutlich reduzierten Re-Synthese von IkBa. Nach 3 h IL-1 Stimulation war die IkBa-Menge in
allen Zelllinien im Vergleich zu unbehandelten bzw. DMSO behandelten Zellen deutlich
reduziert. Allerdings schien dieser Effekt in den iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu den
nicht-transformierten Zellen schwéacher auszufallen. In den iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurde
die Ausgangsproteinmenge von IkBa nach 3 h IL-1 Stimulation bereits wieder erreicht. Die IL-1
induzierte Synthese von A20, einem zweiten Inhibitor des NF-kB Signalwegs (neben IkBa),
wurde ebenfalls durch Flavopiridol in allen drei Zelllinien unterdriickt. Die Behandlung der
Zellen mit THZ531 fiuhrte zu einer reduzierten Synthese von A20 in den nicht-transformierten
Zellen nach 3 h IL-1 Stimulation. In den iIFTSECs+mutKRAS/Myc konnte wiederrum kein Effekt
auf die IL-1 vermittelte Proteinexpression von A20 gezeigt werden. Insgesamt fielen somit die
beobachteten Effekte in den HGSOC-Zellen im Vergleich zu iFTSECs+Leervektor, HCT1186,
HelLa und OVCAR-4 Zellen geringer aus. Die Detektion der Proteine Actinin und B-Actin diente
jeweils dem Nachweis der gleichméRigen Gelbeladung. Fur die Quantifizierung (Abb. 4.13 B)
wurden die Intensitaten der Chemilumineszenzen der Blots bestimmt. Die Werte wurden auf

die unbehandelten Proben der jeweiligen Zelllinie normiert.
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Abb. 4.13 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg von transformierten iFTSECs.

(A) IFTSECs, iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 pM] oder
THZ531 [1 pM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt oder wurden als Lésungsmittelkontrolle mit
0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen zusatzlich fir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml]
stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western
Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1
Signalweg in iIFTSECs. Die Proteinmenge wurde auf die unbehandelte Probe der jeweiligen Zelllinie normalisiert.
Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefuhrt. Es sind die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse
wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefihrt (* p < 0.05).
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Fur die Genexpressionsanalysen wurden die Transkriptmengen verschiedener Gene unter
Verwendung der RT-gPCR ermittelt. Zur Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode
verwendet. Dabei wurden alle Werte auf das Haushaltsgen ActB und die unbehandelte Probe
der IFTSECs normiert (Abb. 4.14). Die mRNA Mengen einiger Zytokingene (IL8, CXCL2,
CCL20 und IL6) wurde bestimmt. Aber auch die relativen mRNA Mengen von NFKBIA,
codierend fir IkBa, und ICAM1, codierend fir ein Adh&asionsmolekil, wurden ermittelt.
Insgesamt zeigten die Daten, dass auch diese Zelllinien die charakteristische IL-1
Responsivitat aufwiesen. Die Genexpression aller gemessenen Gene wurde durch die IL-1
Stimulation induziert. DMSO hatte keinen Einfluss auf die Expression der IL-1 Zielgene. Es
wurde beobachtet, dass die mMRNA Mengen einiger Gene, einschlieRlich NFKBIA, CCL20, und
ICAM1, in den iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu den nicht-transformierten Zellen
verringert war (Abb. 4.14). Die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol hatte eine nahezu
vollstandige Suppression der IL-1 induzierten Expression aller Zielgene in allen drei Zelllinien
zur Folge. Es konnte kein Unterschied zwischen nicht-transformierten Zellen und
transformierten Zellen beobachtet werden. Hingegen konnte gezeigt werden, dass THZ531
einen differentiellen Effekt auf verschiedene Gengruppen aufwies. Die mMRNA Mengen von
CXCL2 und NFKBIA waren durch die CDK12/13 Inhibition nach 1 h IL-1 Stimulation in den
nicht-transformierten Zellen verringert. In den iFTSECs+mutKRAS/Myc wurde nach 1 h IL-1
Stimulation keine Veranderung beobachtet. Im Kontrast war die Expression von CXCL2 und
NFKBIA nach 3 h IL-1 Stimulation im Vergleich zu den unbehandelten bzw. DMSO
behandelten Kontrollen erhoht. Dies trat auch fur die transformierten Krebszellen ein,
allerdings in einem geringeren Ausmalf3. Auch die mMRNA Menge von CCL20 stieg nach 3 h
IL-1 Stimulation in den iFTSECs und den IiFTSECs+Leervektor verglichen zu den
unbehandelten Kontrollen an. Fir die iFTSECs+mutKRAS/Myc blieb die CCL20 Expression
unverandert. Die Expression von IL8 war in allen Zelllinien durch THZ531 gleichbleibend. Im
Gegensatz nahm die mRNA Menge von ICAM1 im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen
stark ab. Insgesamt konnte aus den Ergebnissen somit geschlossen werden, dass die
CDK12/13 Inhibition in iFTSECSs differentielle Effekte auf das Spektrum basal exprimierter und
induzierter Gene hatte. Diese Effekte waren allerdings in den iFTSECs+mutKRAS/Myc
schwacher ausgepragt, was erste Hinweise gab, dass die transformierten Krebszellen die
CDK12/13 Inhibition umgehen kénnen.
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Abb. 4.14 Differentielle Effekte von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Genexpression in
transformierten iFTSECs.

IFTSECs, iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531
[1 pM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt oder wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO
behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen zusatzlich fiir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Daraufhin
wurden die Zellen geerntet, die RNA wurde isoliert und eine reverse Transkription durchgefiihrt. Es wurden
Tagman-Sonden fir die gPCR verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode verwendet. Die
Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB und die unstimulierte Probe der iFTSECs. Es sind die
Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhangigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fir die
Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefuhrt (* p < 0.05;
**n<0.01; *** p <0.001).
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Zusétzlich zu den RT-gPCRs selektierter Gene, sollte eine transkriptomweite Analyse mittels
RNASeq durchgefiihrt wurden. iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur
1 h mit Flavopiridol, THZ531 oder DMSO vorbehandelt. Ein Teil der Zellen blieb auf3erdem
unbehandelt. Daraufhin wurden Zellen fir 1 h oder fir 3 h mit IL-1 stimuliert. Weitere Zellen
blieben unstimuliert. Die Zellen wurden anschlie3end geerntet. Die RNA wurde isoliert und zur
Sequenzierung gesendet. Die Sequenzierung wurde von der Firma Novogene durchgefuhrt.
Dabei wurde die RNA aus drei unabhéngigen, biologischen Experimenten verwendet.
Novogene fuhrte eine polyA-Anreicherung durch, so dass lediglich messenger RNAs
sequenziert wurden. Des Weiteren wurde die DESeq2 Auswertung der Daten von Novogene
vorgenommen. Hierbei handelt es sich um eine sehr gut etablierte und haufig angewandte
Analyse zur differentiellen Genexpression (Love et al., 2014). Die DESeg2 Analyse von
Novogene bestand aus drei Schritten. In einem ersten Schritt wurden die read counts
normalisiert. Im Anschluss fand eine Model-abhangige Einschatzung der P-Werte statt, so
dass im Anschluss die Falscherkennungsrate (FDR) bestimmt werden konnte. Fir die
Auswertung der Daten unsererseits wurden die ermittelten log: fold changes (log. FC) und P-
Werte (P) verwendet. Hierbei lagen die Kriterien fir die Genexpressionsanalyse bei einem
log> FC 2 2 oder log. FC < -2. Dies bedeutet, dass mindestens eine vierfache Regulierung der
Gene stattgefunden haben muss. Des Weiteren sollte der P-Wert stets P < 0.05 sein.

Um einen ersten Uberblick tUiber die Daten zu bekommen, wurde der Transformationseinfluss
der iIFTSECs+mutKRAS/Myc genauer analysiert (Abb. 4.15 A). Die Transformation der Zellen
hatte einen groRen Effekt auf das Genexpressionsprofil der Zellen. Insgesamt waren in
IFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu den iFTSECs+Leervektor 2342 Gene mindestens
vierfach dereguliert. Dabei wurden 1112 Gene hochreguliert und 1212 Gene herunterreguliert.
Dies wies darauf hin, dass die Uberexpression von Myc und die Expression der KRAS-Mutante
einen deutlichen Einfluss auf die basale Genexpression hatten. Die Expression von CDK12
und CDK13 wurde durch die Transformation allerdings nicht beeinflusst (Abb. 8.1). Um zu
untersuchen, welchen Einfluss die Transformation der Zellen auf die IL-1 Responsivitat hat,
wurden zusétzliche Analysen durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten (Abb. 4.15 B und C)
zeigte, dass in den Leervektor-Zellen die Expression von 392 Genen nach 3 h IL-1 Stimulation
mindestens vierfach induziert wurde. In den iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurden hingegen nur
199 Gene nach dreistundiger IL-1 Stimulation erhoht exprimiert. Die Uberlagerung dieser
Gene (log2 FC = 2 und P < 0.05) mittels Venn-Diagrammen (https://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/Venn/) zeigte (Abb. 4.15 D), dass lediglich 141 Gene in beiden Zelllinien nach 3 h
IL-1 Stimulation induziert wurden. Darunter befanden sich Gene wie beispielsweise CCL20,
CXCL2, IL1B, CSF1, CCL2 und BIRC3. 251 Gene wurden lediglich in den Leervektor Zellen

und 58 Gene ausschlie3lich in den mutKRAS/Myc-Zellen vierfach hochreguliert.
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Abb. 4.15 Die Transformation der iFTSECs beeinflusst die basale und IL-1 induzierte Genexpression.
IFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fiir 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere
Zellen blieben unstimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fiir eine transkriptomweite
Analyse (RNASeq) aus drei unabhéngigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte tber die DESeq2 Analyse. (A-C) Vulkanplots zum Einfluss der Transformation auf die iFTSECs und
die IL-1 induzierte Genexpression. Aufgetragen wurde der logz FC gegen —logio P. Herunterregulierte Gene sind
in Grun und hochregulierte Gene in Rot dargestellt. (D) Venn Diagramm zum Einfluss der Transformation der
IFTSECs auf die IL-1 induzierte Genexpression. In die Analyse einbezogen wurden Transkripte, welche innerhalb
folgender Filterung bei einem Vergleich mit der unstimulierten Probe lagen: logz FC 22 und P < 0.05.

Eine Anreicherungsanalyse Uber Metascape wurde durchgefiihrt (Zhou et al., 2019), um
biologische Kategorien bzw. Prozesse (gene ontology terms oder spezifische pathways) zu
identifizieren, in denen die IL-1 induzierten Gene eine wichtige Rolle spielen. Au3erdem sollten
Unterschiede zwischen den Zelllinien auf pathway Ebene ermittelt werden. Fur die Analyse
wurden Transkripte einbezogen, welche mindestens vierfach nach 1 h oder 3h IL-1
Stimulation hochreguliert wurden (log. FC = 2 und P < 0.05). Die TOP 100 angereicherten
Prozesse sind in Abb. 4.16 dargestellt. Die Metascape-Analyse zeigte, dass Prozesse wie
beispielsweise cytokine signaling in immune system (R-HSA-1280215), interleukin-10
signaling (R-HSA-6783783), response to lipopolysaccharide (GO:0032496) und secretion by
cell (GO:0032940) in beiden Zelllinien verstarkt angereichert wurden. 76 verschiedene
Prozesse wurden in beiden Zelllinien zu beiden Zeitpunkten angereichert (Abb. 4.16 B).
Insgesamt wurden unter den TOP 100 Prozessen nur wenige Unterschiede zwischen den
Zelllinien festgestellt. Der P53 downstream pathway (M145) wurde zum Beispiel in den
Leervektor-Zellen ausschlieRlich nach 1 h IL-1 Stimulation angereichert. In den
IFTSECs+mutKRAS/Myc wurde dieser Prozess erst nach 3 h IL-1 Stimulation angereichert.
Weitere Prozesse, welche in den Leervektor-Zellen bereits nach 1 h IL-1 Stimulation (und

ebenfalls nach 3 h IL-1 Stimulation) angereichert wurden, aber in den
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IFTSECs+mutKRAS/Myc erst nach 3 h IL-1 Stimulation waren interleukin-12 production
(G0:0032615), immature T cell proliferation (GO:0033079), regulation of response to cytokine
stimulus (G0O:0060759) und positive regulation of interleukin-10 production (GO:0032733). Als
Komponenten dieser Prozesse wurden Gene wie beispielsweise IL6, TLR2, IRAK2, TNFAIP3
(codierend fur A20), IL1IR und CCL5 identifiziert. Sechs Prozesse wurden auf3erdem in den
Leervektor-Zellen angereichert, aber in den transformierten Krebszellen nicht. Zu diesen
gehorten beispielsweise PID IL4 2 PATHWAY (M28), DNA damage response (only ATM
dependent) (WP710) und interferon signaling (R-HSA-913531). Gene aus dem interferon
signaling sind beispielsweise Gene, welche fir die Adhasionsmolekile ICAM1 und VCAM1
codieren. Des Weiteren wurde Gene identifiziert, welche eine wichtige Rolle im Interferon-
Signalweg spielen, wie zum Beispiel die interferon induced proteins with tetratricopeptide
repeats (IFIT2, IFIT3) der interferon regulatory factor 1 (IRF1) und der interferon gamma
receptor 2 (IFNGR2). Es wurde somit gezeigt, dass diese Gene durch die IL-1 Stimulation in
iIFTSECs+Leervektor mindestens vierfach hochreguliert wurden, in mutKRAS/Myc Zellen
allerdings nicht. Insgesamt wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass die IL-1 Responsivitat in
den transformierten Krebszellen gegeniiber der Leervektor-Zellen abgeschwacht oder

verzogert war.
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Abb. 4.16 Anreicherungsanalyse mittels Metascape zur IL-1 induzierten Genexpression in transformierten
iIFTSECs.
iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fiir 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere
Zellen blieben unstimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fir eine transkriptomweite
Analyse (RNASeq) aus drei unabhéngigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte Uber die DESeq2 Analyse. (A) Metascapeanalysen von Transkripten, welche nach 1 h bzw. 3 h IL-1
Stimulation in IFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu 0 h IL-1 Stimulation hochreguliert
wurden, wurden durchgefuhrt. Die Transkripte mussten folgende Kriterien erfiillen: logz FC =2 und P < 0.05. In der
heatmap wurden -logio P Werte der Uberrepriasentationsanalyse dargestellt. Gezeigt sind die TOP100
angereicherten pathways. (B) Venn-Diagramm der TOP 100 angereicherten pathways pro Bedingung.
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In einem zweiten Schritt wurden die Auswirkungen von Flavopiridol und THZ531 auf das IL-1
induzierte Transkriptom analysiert. Vulkanplots sollten den Einfluss der beiden Inhibitoren auf
die Genexpression nach 3 h IL-1 Stimulation darstellen (Abb. 4.17 A). Aufgetragen wurde
jeweils der log. FC gegen —logio P. Bezogen wurde sich hierbei immer auf die jeweilige
Zelllinie, welche mit DMSO behandelt wurde und ebenfalls fir 3 h mit IL-1 stimuliert wurde.
Diese Darstellung der Daten erlaubte eine gute Ubersicht tiber die Einfliisse der beiden CDK
Inhibitoren. Es konnte gezeigt werden, dass Flavopiridol tiefgreifend und global den NF-kB
Sighalweg supprimierte. In den iFTSECs+Leervektor wurden 1429 Gene mehr als vierfach
durch die Flavopiridol-Behandlung herunterreguliert. Auch in den iIFTSECs+mutKRAS/Myc
konnte eine vierfache Unterdriickung der Expression von 1450 Genen gezeigt werden. Dies
verdeutlichte den starken Effekt von Flavopiridol auf die IL-1 induzierte Genexpression. Im
Gegensatz wies THZ531 einen differentiellen Effekt auf das IL-1 vermittelte Transkriptom auf.
In Leervektor-Zellen wurden ebenfalls 995 Gene durch die Inhibition von CDK12/13 im
Vergleich zu Zellen, welche mit DMSO behandelt und ebenfalls flr 3 h stimuliert wurden,
herunterreguliert. Im Gegensatz zu Flavopiridol zeigte THZ531 neben der Suppression vieler
Gene aber auch eine Induktion der IL-1 vermittelten Genexpression. In Leervektor-Zellen
wurden 1026 Gene nach erfolgter CDK12/13 Inhibition verstarkt exprimiert. Auch fur die
iIFTSECs+mutKRAS/Myc deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass 1110 Transkripte durch die
Inhibition von CDK12/13 hochreguliert wurden, wahrend die mRNA Mengen von
683 Transkripten reduziert waren. Der Einfluss von THZzZ531 auf die IL-1 vermittelte
Genexpression war somit genspezifisch. Die heatmap einiger ausgewéhlter Gene in Abb.
4.17 B verdeutlichte die bereits erwéahnten Effekte. Gezeigt wurden hier beispielhaft die
log> FC verschiedener Gene. Alle selektierten Gene wiesen nach der Behandlung der Zellen
mit Flavopiridol einen negativen log. FC auf. Die Gene wurden somit herunterreguliert. Bereits
nach 1 h IL-1 Stimulation wurde der supprimierende Effekt von Flavopiridol deutlich. CXCL2
wurde beispielhaft in den mutKRAS/Myc Zellen nach 1 h IL-1 Stimulation mit einem log, FC
von -9.24 im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle herunterreguliert. Hierbei handelte es
sich somit um eine 605-fache Herunterregulation der Expression. Die Inhibition von CDK12/13
hatte nur einen geringen Effekt auf die Genexpression nach 1 h IL-1 Stimulation. Erst nach 3 h
IL-1 Stimulation wurde die differentielle Auswirkung des Inhibitors deutlich. CXCL2, JUNB,
TNF und EGR1 wurden als Gene identifiziert, welche durch die Inhibition von CDK12/13 stark
hochreguliert wurden. In den Leervektor Zellen lag der log. FC von EGR1 nach 1 h IL-1
Stimulation zum Beispiel bei 6.43. Es handelte sich somit um eine 86-fache Induktion der
Expression. Bei dem Early growth response protein 1 (EGR1) handelt es sich um ein Gen,
welches fir einen Transkriptionsfaktor codiert. Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei
diesem Transkriptionsfaktor um einen Tumorsuppressor handelt. Er induziert die Expression

von Proteinen, welche fur den Wachstumsarrest und die Stressantwort wichtig sind (Wang et
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al., 2021). Weitere Gene (Abb. 4.17 B) zeigten hingegen einen negativen log> FC und somit
eine Herunterregulation der Genexpression. Transkripte, deren Expression durch die Inhibition
von CDK12/13 unterdruckt wurde, waren beispielsweise IL6, NLRP3, VCAM1, ICAM1, BIRC3
und TRAF1. Die Expression des Haushaltsgens GAPDH blieb unterdessen weitestgehend
unverandert.
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Abb. 4.17 Differentieller Einfluss von Flavopiridol und THz531 auf die transkriptomweite, IL-1 induzierte
Genexpression in transformierten iFTSECs.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 puM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 1 h oder 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert.
Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fiir eine transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei
unabhangigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Die Auswertung der Daten erfolgte Uber die
DESeq2 Analyse. (A) Vulkanplot zum Einfluss von Flavopiridol und THZ531. Aufgetragen wurde der logz FC gegen
—logio P. Der Vergleich wurde dabei jeweils zu der Probe der jeweiligen Zelllinie gezogen, welche mit DMSO
behandelt und fur 3 h mit IL-1 stimuliert wurde. Herunterregulierte Gene sind in Griin und hochregulierte Gene in
Rot dargestellt. (B) Heatmap einiger selektierter Gene. Gezeigt ist der logz FC im Vergleich zur DMSO behandelten
Kontrolle, welche ebenfalls fir die angegebenen Zeitpunkte mit IL-1 stimuliert wurde. Blau deutet auf eine
Herunterregulation hin, wahrend Rot auf eine Hochregulation schlieRen Iasst.
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Um die Wirkungen der beiden Inhibitoren zu vergleichen, wurden weitere Analysen mit Hilfe
von Venn Diagrammen durchgefuhrt (Abb. 4.18). Es wurden jeweils Transkripte in die Analyse
einbezogen, welche folgende Kriterien erfillten: log. FC = 2 oder log, FC < -2 und P < 0.05.
Der Bezug wurde dabei immer zu der Probe der jeweiligen Zelllinie hergestellt, welche mit
DMSO behandelt und mit IL-1 stimuliert wurde. Die Analyse zeigte, dass in den Leervektor-
Zellen 587 Gene sowohl durch Flavopiridol als auch durch THZ531 mindestens vierfach
herunterreguliert wurden. Zu diesen Genen zahlten beispielsweise ICAM1, VCAM1, TICAM1,
CSF1, und TRAF1. 408 Gene wurden lediglich durch THZ531 herunterreguliert, wahrend die
Expression von 842 Genen ausschlie3lich durch Flavopiridol unterdriickt wurde. In den
IFTSECs+mutKRAS/Myc wurden hingegen 318 Gene identifiziert, welche durch die
Behandlung der Zellen mit beiden Inhibitoren mindestens vierfach herunterreguliert wurden.
Auch hier wurden ICAM1 und TRAFL1 als Teil dieser Gene erfasst. 365 Gene wurden in den
Krebszellen ausschlief3lich durch die selektive CDK12/13 Inhibition unterdrtickt. Im Gegensatz
wurden 1132 Gene lediglich durch die Flavopiridol-Behandlung herunterreguliert. Die
Ergebnisse zeigten, dass der supprimierende Effekt von Flavopiridol auf die IL-1 induzierte
Genexpression starker war als der von THZ531. Da die Inhibition von CDK12/13 zu einer
Hochregulation einiger Gene filhrte (Abb. 4.17), wurden aufRerdem Gene miteinander
verglichen, welche nach 3 h IL-1 Stimulation durch Flavopiridol herunterreguliert, jedoch durch
THZ531 hochreguliert wurden. Die Venn Diagramme offenbarten, dass in
iIFTSECs+Leervektor 41 Transkripte durch Flavopiridol supprimiert und durch THZ531
induziert wurden. Zu diesen Genen gehdrten auch CXCL1, CXCL2 und JUNB. Eine
Metascape-Analyse dieser 41 Gene zeigte, dass dabei die Prozesse TNF signaling (ko04668)
und response to lipopolysaccharides (G0O:0032496) angereichert wurden (Abb. 8.2). Auch in
den mutKRAS/Myc-Zellen wurde JUNB als eines von 28 Genen identifiziert, welche nach 3 h
IL-1 Stimulation durch Flavopiridol herunterreguliert und durch THZ531 hochreguliert wurden.
Insgesamt verdeutlichten diese Daten den starken Effekt von Flavopiridol im Vergleich zu

einem selektiven CDK12/13 Inhibitor, welcher differentielle und selektivere Effekte aufwies.

Des Weiteren wurde ein Vergleich zwischen den beiden Zelllinien gezogen (Abb. 4.19). Es
wurden Gene einbezogen, welche die genannten Kriterien erfillten (log2FC <-2 oder
logoFC 22 und P <0.05). Der pan-CDK Inhibitor Flavopiridol bewirkte eine mindestens
vierfache Herunterregulation von 902 Gene in beiden Zelllinien. In den Leervektor-Zellen
wurden 527 weitere Gene herunterreguliert. AuRerdem wurden 548 Gene identifiziert, welche
lediglich in den iIFTSECs+mutKRAS/Myc supprimiert wurden. Der Effekt von Flavopiridol auf
das globale Genexpressionsprofil der beiden Zelllinien war somit vergleichbar. Der selektive
CDK12/13 Inhibitor THZ531 verursachte hingegen eine Herunterregulation von 365 Genen in
beiden Zelllinien. In den Leervektor-Zellen wurden 630 zusétzliche Gene herunterreguliert. In

den transformierten Zellen wurden lediglich 318 weitere Gene identifiziert. Dies weist darauf

86



Ergebnisse

hin, dass THZ531 einen starkeren supprimierenden Effekt auf die Genexpression der nicht-
transformierten Zellen im Vergleich zu iFTSECs+mutKRAS/Myc hatte. Im Gegensatz wurden
550 Gene in beiden Zelllinien durch THZ531 hochreguliert. In den Leervektor-Zellen wurden
zusatzlich 476 und in den mutKRAS/Myc-Zellen 560 Gene mindestens vierfach induziert.

Leervektor mutKRAS/MYC
3hiL1 3hiL1
Gene mitlog2 FC £-2und P £0.05 Gene mitlog2 FC £-2und P £0.05
THZ531 A\ THZ531 \
408 (587 842 | 365 (318 1132 |
/Flavopwidol / Flavopiridol
Leervektor mutKRAS/MYC
3hiL-1 3hiL1
Gene mitlog2 FC < -2 und P < 0.05 fiir Flavopiridol Gene mit log2 FC < -2 und P < 0.05 fiir Flavopiridol
und und
log2 FC 2 2 und P = 0.05 fiir THZ531 log2 FC 2 2 und P = 0.05 fiir THZ531

THZ531 \ THZ531 \
985 (41| 1388 | 1082 (28 1422 |
¢ /Flavopiridol / Flavopiridol

Abb. 4.18 Vergleich der unterschiedlichen Wirkungen von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte
Genexpression in transformierten iFTSECs.

IFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 puM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fur 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert
und diese fiir eine transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei unabh&ngigen, biologischen Replikaten zu
Novogene gesendet. Die Auswertung der Daten erfolgte Uber die DESeq2 Analyse. Venn-Diagramme, welche die
Wirkungen der beiden Inhibitoren vergleichen, sind dargestellt. In die Analyse einbezogen wurden Transkripte,
welche innerhalb folgender Filterung bei einem Vergleich mit der DMSO behandelten und IL-1 stimulierten Probe
lagen: logz FC = 2 oder log2 FC < -2 und P < 0.05.

Flavopiridol + 3 h IL-1 THZ531+3 h L1
Gene mitlog2 FC £ -2 und P £0.05 Gene mitlog2 FC £ -2 und P £0.05

Leervektor \ Leervektor R\

548 | 630 . 318 |

\4 — %UIKRASIMYC N

mutKRAS/MYC

THZ531+3 h L1
Gene mitlog2 FC 22 und P £0.05

Leervektor

560 |
%UIKRASIMYC

Abb. 4.19 Wirkung von Flavopiridol und THZ531 auf IFTSECs+Leervektor im Vergleich zu
iIFTSECs+mutKRAS/Myc.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert
und diese flur eine transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei unabh&ngigen, biologischen Replikaten zu
Novogene gesendet. Die Auswertung der Daten erfolgte Uber die DESeq2 Analyse. Venn-Diagramme, welche die
Wirkung der beiden Inhibitoren auf die verschiedenen Zelllinien vergleichen, sind dargestellt. In die Analyse
einbezogen wurden Transkripte, welche innerhalb folgender Filterung, bei einem Vergleich mit der DMSO
behandelten und IL-1 stimulierten Probe der jeweiligen Zelllinie, lagen: logz FC = 2 oder logz FC < -2 und P < 0.05.
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Um die Transkripte, auf welche die beiden CDK Inhibitoren einen Einfluss ausiibten, genauer
zu charakterisieren, wurde eine umfangreiche Anreicherungsanalyse Uber die Metascape
Software (Zhou et al., 2019) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Gene biologischen Prozessen
zugeordnet. Fir die Analyse wurden alle Transkripte einbezogen, welche eine signifikante und
mindestens vierfache Herunterregulation (log2 FC < -2 und P < 0.05) durch einen der beiden
Inhibitoren nach 3 h IL-1 Stimulation aufwiesen. Bezogen wurde sich dabei auf die jeweiligen
Zellen, welche als Kontrolle mit DMSO behandelt und fiir 3 h mit IL-1 stimuliert wurden. Die
heatmap der TOP 100 angereicherten Prozesse (Abb. 4.20) stellte den negativen Logarithmus
des P-Werts dar. Dies ermdglichte eine Interpretation der Signifikanz der Anreicherung der
jeweiligen Kategorien. Die Ergebnisse der Metascape-Analyse lieBen sich in drei
unterschiedliche Kategorien bzw. Cluster gliedern. Eine Kategorie (Cluster IIl) bestand aus
Prozessen, welche sowohl durch die Flavopiridol-Behandlung der Zellen als auch durch die
selektive Inhibition von CDK12/13 in beiden Zelllinien angereichert wurden. In dieser Kategorie
tauchten biologische Prozesse auf, wie beispielsweise TNF signaling pathway (hsa04668),
cytokine signaling in immune system (R-HSA-1280215), interleukin-10 signaling (R-HSA-
6783783) und cytokine-cytokine receptor interaction (ko04060). Hierbei handelte es sich um
Prozesse, welche durch die IL-1 Stimulation ebenfalls signifikant angereicht wurden (Abb.
4.16). Dies deutete darauf hin, dass beide Inhibitoren einen unterdriickenden Effekt auf
typische inflammatorische und IL-1 induzierte Signalwege hatten. Allerdings befanden sich nur
11 der TOP 100 angereicherten Prozesse in diesem Cluster. Das grofdte Cluster bildete
Cluster Il. Hierin enthalten waren 48 Prozesse, welche lediglich durch Flavopiridol in beiden
Zelllinien angereichert wurden. Die Inhibition der Elongations-assoziierten CDKs fuhrte in
keiner der beiden Zelllinien zu einer Anreicherung dieser Prozesse. In dieser Kategorie waren
Prozesse enthalten, die beispielsweise eine Rolle beim Wachstum bzw. der Proliferation oder
der Differenzierung der Zellen spielen. Aber auch die Prozesse receptor signaling pathway via
JAK-STAT (G0O:0007259) und regulation of response to cytokine stimulus (G0O:0060759)
wurden ausschlieBlich durch Flavopiridol angereichert. Insgesamt verdeutlichte diese
Kategorie den immensen Effekt von Flavopiridol im Vergleich zu THZ531. Das dritte und auch
interessanteste Cluster bildete Cluster I. In diesem Cluster waren 41 Prozesse enthalten,
welche ebenfalls durch Flavopiridol in beiden Zelllinien angereichert wurden. In den
Leervektor-Zellen wurden diese Prozesse auch durch THZ531 angereichert. Lediglich in den
IFTSECs+mutKRAS/Myc war keine Anreicherung dieser Prozesse nach der THZ531-
Behandlung zu beobachten. Dies liel3 darauf schliel3en, dass Gene dieser Prozesse durch die
Inhibition von CDK12/13 in nicht-transformierten Zellen unterdriickt wurden, in transformierten
Krebszellen hingegen nicht. Beispielsweise wurden inflammatorische Prozesse wie regulation
of cytokine production (GO:0001817), lipopolysaccharide-mediated signaling pathway
(G0:0031663) und positive regulation of interleukin-6 production (GO:0032755) gefunden.
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Hierzu gehorten Gene wie IL6, IL1A, IL1B, TRAF6, TNFAIP3 und CCL2. Weitere Prozesse,
welche eine Rolle bei der Entziindungsreaktion spielen, waren leukocyte differentiation
(G0:0002521), AP1 Pathway (M167) und auch regulation of cell adhesion (GO:0030155)
inklusive der Gene ICAM1 und VCAML1. Des Weiteren waren die Prozesse positive regulation
of cell death (GO:0010942) und apoptotic signaling pathway (GO:0097190) angereichert.
Diese spielen eine Rolle beim Zelltod. Gene dieser Gruppen wurden somit durch THZ531 in
den Leervektor-Zellen mindestens vierfach herunterreguliert in den iIFTSECs+mutKRAS/Myc
jedoch nicht. Die heatmap der selektierten Gene in Abb. 4.17 deutete bereits auf diesen Effekt
hin. Der log:. FC von EGR1 lag beispielsweise in mutKRAS/Myc-Zellen nach 3 h IL-1
Stimulation bei 3.30 verglichen zu 6.43 in den Leervektor-Zellen. Der fold change (FC) der
dargestellten Gene war in den transformierten Zellen stets niedriger verglichen mit den

Leervektor-Zellen.

Insgesamt zeigten die Auswertungen der RNA Sequenzierung, dass Flavopiridol einen starken
Effekt auf das Genexpressionsprofil der Zellen hatte. Diese Effekte waren dabei unabhangig
vom genetischen Status der Zellen. Die Inhibition von CDK12/13 durch den selektiven Inhibitor
THZ531 zeigte wiederum differentielle Effekte auf die IL-1 induzierte Genexpression. Der
Einfluss von THZ531 war genspezifisch. Auch konnten Unterschiede zwischen den nicht-
transformierten Zellen und den iIFTSECs+mutKRAS/Myc gezeigt werden. Die Krebszellen
schienen die Inhibition kompensieren zu kénnen. Der Effekt von THZ531 auf das Transkriptom

war somit abhangig vom Mutationsstatus der Zellen.
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Abb. 4.20 Anreicherungsanalyse mittels Metascape zum Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1
vermittelte Genexpression in iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert
und diese flur eine transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei unabh&ngigen, biologischen Replikaten zu
Novogene gesendet. (A) Metascapeanalysen von Transkripten, welche durch Flavopiridol oder THZ531 nach 3 h
IL-1 Stimulation in iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu DMSO behandelten und
stimulierten Zellen herunterreguliert wurden, wurden durchgefuhrt. Die Transkripte mussten folgende Kriterien
erfullen: logz FC < -2 und P < 0.05. In der heatmap wurden —logio P Werte der Uberreprésentationsanalyse
dargestellt. Gezeigt sind die TOP100 angereicherten pathways. (B) Venn-Analyse der jeweils angereicherten
pathways unter den einzelnen Bedingungen.
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4.1.4 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte Proteinsekretion in
Ovarialkarzinomzellen

Die zellulare und molekulare Zusammensetzung des Tumormikromilieus spielt eine wichtige
Rolle bei der Tumorprogression des Eierstockkrebses. Das extrazellulare, molekulare
Tumormikromilieu besteht zum Teil aus Chemokinen, inflammatorischen Zytokinen, Integrinen
und anderen sekretierten Molekilen (Yang et al., 2020) und wird daher stark durch NF-«kB
beeinflusst (Capece et al., 2017). Aus diesem Grund war es interessant den Einfluss der CDK
Inhibitoren Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte Proteinsekretion in
Ovarialkarzinomzellen spezifisch und global zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden
OVCAR-4 Zellen fur 1 h mit Flavopiridol oder THZ531 vorbehandelt. Weitere Zellen wurden
als Kontrolle mit DMSO behandelt oder ganzlich unbehandelt gelassen. Anschlielend wurden
einige Zellen zusatzlich fur 16 h mit IL-1a stimuliert. Die Zellkulturiiberstande wurden
schlieBBlich fir Sekretomanalysen geerntet. Des Weiteren wurden die Zellen geerntet und
lysiert. Die Lysate wurden als Kontrolle der Inhibitorbehandlung zur Proteindetektion im
Western Blot eingesetzt. Zudem wurden die mittels Bradford-Messung bestimmten
Proteinkonzentrationen verwendet, um die Sekretomanalyse auf die Gesamtzellzahl zu
normalisieren. Die absoluten Proteinkonzentrationen von IL-8, CXCL2, CCL20 und ICAM1
wurden in den Zellkulturiiberstanden mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse dieser
Sekretomanalyse (Abb. 4.21) lieRen darauf schlieRen, dass der pan-CDK Inhibitor Flavopiridol
einen supprimierenden Effekt auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion hatte. Die Sekretion aller
getesteten Proteine wurde durch die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol vollst&dndig
unterdriickt. Die selektive Inhibition von CDK12/13 durch den kovalenten Inhibitor THZ531
hatte ebenfalls eine Unterdriickung der IL-1 induzierten Freisetzung von ICAM1 zur Folge. Im
Gegensatz wurde die Sekretion von CXCL2 und CCL20 vermehrt induziert, wenn die Zellen
mit THZ531 vorbehandelt wurden. Die basale Sekretion von IL-8 war in den
Ovarialkarzinomzellen sehr hoch. Durch die Behandlung der Zellen mit THZ531 bei simultaner
IL-1 Stimulation wurde die IL-8 Konzentration leicht (nicht signifikant) erhdht. Dies bestatigte
den differentiellen Effekt von THZ531, welcher bereits in den Genexpressionsanalysen
beobachtet wurde. Die Western Blot Analyse (Abb. 4.22) zeigte zudem, dass in den OVCAR-4
Zellen die Behandlung der Zellen mit THZ531 fir 17 h keinen Einfluss auf die
Gesamtproteinmenge von Pol Il hatte. Wurden die Zellen hingegen mit Flavopiridol behandelt,
war die Proteinmenge von Pol Il leicht reduziert. Die Phosphorylierung von (S2)-Poll 1l wurde
hingegen durch die Anwendung beider Inhibitoren stark vermindert. Des Weiteren hatte die
Flavopiridol-Behandlung eine starke Reduzierung der Rb-Phosphorylierung zur Folge.
Wurden CDK12/13 selektiv inhibiert, nahm die Phosphorylierung von Rb ebenfalls in einem
geringen Ausmal} ab. Hierbei handelte es sich allerdings nicht um einen signifikanten Effekt.

Auf die Gesamtproteinmenge von p65 hatten beide Inhibitoren keinen Einfluss. Die IL-1
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induzierte Phosphorylierung von p65 wurde hingegen durch die Behandlung der Zellen mit
Flavopiridol oder THZ531 fur 17 h stark reduziert. Bereits die basale Phosphorylierung von
p65 war signifikant vermindert. Wurden die OVCAR-4 Zellen fir 17 h mit Flavopiridol
behandelt, konnte IkBa im Western Blot nicht detektiert werden. Die Gesamtproteinmenge von
IkBa war auch ohne erfolgte IL-1 Stimulation vollstandig depletiert. Die Inhibition von
CDK12/13 hatte in diesem Fall keinen Einfluss auf die Gesamtproteinmenge von IkBa. Die
IL-1 induzierte Synthese von A20 wurde durch Flavopiridol unterdriickt. THZ531 sorgte
hingegen fir ein verstarktes Auftreten von A20 nach 17 h Inhibitorbehandlung und 16 h IL-1
Stimulation. Die Detektion von B-Actin und Actinin diente des Nachweises der gleichmagigen
Gelbeladung. Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 4.22 B) erfolgte anhand der

Intensitaten der Chemilumineszenz.
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Abb. 4.21 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in OVCAR-4 Zellen.
OVCAR-4 Zellen wurden mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen zusétzlich fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellkulturiiberstdnde wurden geerntet und in ELISA-
Analysen fir IL-8, CXCL2, CCL20 und ICAM1 eingesetzt. Dargestellt sind die anhand den erstellten Standardreihen
berechneten Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden auf die Gesamtproteinkonzentration normiert. Es sind die
Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fir die
Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (* p < 0.05;
**pn<0.01; ** p<0.001).
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Abb. 4.22 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf den IL-1 Signalweg nach 17 h in OVCAR-4 Zellen.
OVCAR-4 Zellen wurden mit Flavopiridol (FVP) [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben
unbehandelt oder wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und eine Zelllyse wurde durchgefiihrt. (A)
Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot
Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den IL-1 Signalweg in OVCAR-4 Zellen. Die Proteinmenge wurde
auf die unbehandelte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software
durchgefiihrt. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten
dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt
(*p £0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p <0.0001).

Zusatzlich sollte der Einfluss der CDK Inhibition auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in
transformierten iIFTSECs untersucht werden. Aul3erdem sollte der Einfluss der Transformation
auf die Sekretion der Zytokine analysiert werden. Hierfur wurden I(FTSECs,
iIFTSECs+Leervektor und die zu Krebszellen transformierten iFTSECs+mutKRAS/Myc mit
Flavopiridol oder THZ531 behandelt. Einige Zellen wurden als Ldsungsmittelkontrolle mit
DMSO behandelt, wahrend weitere Zellen unbehandelt blieben. Nach einer einstindigen
Vorbehandlung wurden die Zellen zusétzlich fur 16 h mit IL-1 stimuliert. Anschliel3end wurden
die Zellkulturiberstande und die Zellen geerntet. Die Zellen wurden lysiert und die Lysate fur
Proteindetektionen im Western Blot verwendet. Die Proteinkonzentrationen, welche Uber die
Bradford-Messung bestimmt wurden, wurden verwendet, um Sekretomanalysen zu normieren.
Um eine Aussage Uber die Proteinsekretion treffen zu kénnen, wurden Sandwich-ELISAs flr
IL-8, CXCL2, CCL20, IL-6 und ICAM1 mit den geernteten Zellkulturiiberstanden durchgefihrt.
Dabei wurden die absoluten Proteinkonzentrationen anhand einer geeigneten Standardreihe

ermittelt.

Die Ergebnisse der Sekretomanalyse (Abb. 4.23) zeigten, dass die lentivirale Transduktion der
iIFTSECs mit einem Leervektor keinen Einfluss auf die basale Sekretion bzw. die IL-1
induzierte Sekretion der Proteine hatte. Wurden die Zellen allerdings transformiert, indem Myc

Uberexprimiert und eine gain-of-function Mutante von KRAS exprimiert wurde, konnten
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Veranderungen auf die Sekretion beobachtet werden. Die basale Sekretion von IL-8 wurde
durch die Transformation der Zellen reduziert. In iIFTSECs und iFTSECs+Leervektor wurden
basal ca. 2000 pg/ml IL-8 sekretiert. In iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurden hingegen lediglich
ca. 300 pg/mlim Zellkulturiiberstand gemessen, wenn die Zellen nicht stimuliert wurden. Auch
die basale Menge von ICAM1 im Zellkulturiberstand war in den transformierten Zellen im
Vergleich zum Wildtyp und Leervektor Zellen reduziert. Die basalen Sekretionen von CXCL2,
CCL20 und IL-6 wurden hingegen durch die Transformation nicht beeinflusst. Wurden die
Zellen mit IL-1 stimuliert, konnten ebenfalls Unterschiede in den Proteinkonzentrationen der
sekretierten Proteine zwischen den Zelllinien festgestellt werden. Die IL-1 induzierte Sekretion
von CCL20, IL-6 und ICAM1 war in iIFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu iFTSECs und
iIFTSECs+Leervektor reduziert. Im Gegensatz war die IL-1 vermittelte Sekretion von CXCL2 in
den transformierten Krebszellen erhéht. Die Inhibition verschiedener CDKs durch den pan-
CDK Inhibitor Flavopiridol hatte in allen Zelllinien eine Supprimierung der IL-1 induzierten
Proteinsekretion von IL-8, CXCL2, CCL20, IL-6 und ICAML1 zur Folge. Wurden die Zellen mit
Flavopiridol behandelt, war die gemessene Proteinkonzentration nach erfolgter IL-1
Stimulation vergleichbar mit der Proteinkonzentration der unstimulierten Zellen. Die IL-1
Stimulation der Zellen fihrte somit zu keiner Induktion der Sekretion in Flavopiridol
behandelten Zellen. Wurden die Zellen mit dem selektiven CDK12/13 Inhibitor THZ531
behandelt, traten unterschiedliche Effekte auf. Die IL-1 induzierte Sekretion von IL-8 nahm in
den IFTSECs wund den transformierten iFTSECs+mutKRAS/Myc =zu. In den
iIFTSECs+Leervektor nahm die Sekretion von IL-8 ebenfalls zu. Allerdings handelte es sich
hierbei nicht um eine signifikante Zunahme. Die IL-1 vermittelte Sekretion von CXCL2 und
CCL20 nahm hingegen lediglich in den iFTSECs+mutKRAS/Myc signifikant zu. Die verstarkte
Sekretion von CXCL2 und CCL20 durch THZ531 war somit ein Merkmal fiir die transformierten
Krebszellen. In iFTSECs und iFTSECs+Leervektor nahm die IL-1 induzierte Sekretion von IL-6
signifikant ab. Auch in IFTSECs+mutKRAS/Myc war die IL-6 Sekretion nach erfolgter
CDK12/13 Inhibition reduziert. Da die IL-1 induzierte Sekretion von IL-6 in unbehandelten bzw.
in DMSO behandelten iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu IiFTSECs und
iIFTSECs+Leervektor bereits reduziert war, fiel die Reduktion der IL-6 Sekretion durch THZ531
in den transformierten Krebszellen allerdings schwacher aus. Die IL-1 induzierte Freisetzung
von ICAM1 wurde in allen drei Zelllinien durch die CDK12/13 Inhibition verringert.
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Abb. 4.23 Differentielle Effekte von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion in
transformierten iFTSECs.

IFTSECs, iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 pM]
vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt oder wurden als Ldsungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO
behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen zusatzlich fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die
Zellkulturiiberstande wurden geerntet und im ELISA fur IL-8, CXCL2, CCL20, IL-6 und ICAM1 eingesetzt.
Dargestellt sind die anhand den erstellten Standardreihen berechneten Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden
auf die Gesamtproteinkonzentration normiert. Es sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei
unabhangigen, biologischen Replikaten dargestellt. Die Signifikanzanalyse wurde mittels Two-way ANOVA
durchgefiihrt (* p £0.05; ** p £0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001).

Zur Uberpriifung der CDK Inhibition wurden parallel zur Sekretomanalyse Western Blot
Analysen durchgefihrt. Die Ergebnisse (Abb. 4.24) zeigten, dass die Phosphorylierung von
(S2)-Pol 1l und (S5)-Pol Il in allen drei Zelllinien durch die Behandlung der Zellen mit
Flavopiridol reduziert wurde. Auch die Inhibition von CDK12/13 fuihrte zu einer Reduzierung
der Phosphorylierungen von (S2)-Pol 1l und (S5)-Pol 1l in allen drei Zelllinien. Diese
Reduzierung fiel in den iFTSECs+mutKRAS/Myc allerdings im Vergleich zu nicht-
transformierten Zellen starker aus. Des Weiteren zeigten die Ergebnisse, dass die
Phosphorylierung von Rb in iIFTSECs+mutKRAS/Myc verstarkt auftrat. Jan Dreute (AG
Schmitz) zeigte in seiner Arbeit, dass diese Zellen sich aul3erdem schneller teilten (Dreute,
2023). Wurden die Zellen mit Flavopiridol behandelt nahm die Phosphorylierung von Rb in
allen Zelllinien stark ab bzw. war nicht mehr detektierbar. Lediglich in den

IFTSECs+mutKRAS/Myc nahm die Phosphorylierung von Rb auch durch die Behandlung der
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Zellen mit THZ531 ab. Des Weiteren zeigte die Western Blot Analyse, dass die
Gesamtproteinmenge von p65 durch beide Inhibitoren verringert wurde. Allerdings fiel dieser
Effekt in den IFTSECs+mutKRAS/Myc wesentlich starker aus. Auch die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von p65 wurde durch beide Inhibitoren im Vergleich zu unbehandelten bzw.
DMSO behandelten Zellen verringert. In den iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurde die p65-
Phosphorylierung dabei im Vergleich zu iFTSECs und iFTSECs+Leervektor starker
beeinflusst. Flavopiridol supprimierte die Synthese von IkBa vollstandig. Sowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach der IL-1 Stimulation wurde IkBa nicht im Western Blot detektiert.
Die Inhibition von CDK12/13 sorgte in iFTSECs und iFTSECs+Leervektor fur eine verringerte
Gesamtproteinmenge von IkBa. Die Re-Synthese von IkBa wurde durch THZ531 unterdriickt.
In den IFTSECs+mutKRAS/Myc hatte THZ531 hingegen keinen Einfluss auf die
Gesamtproteinmenge von IkBa. Dieser Effekt trat lediglich bei den nicht-transformierten Zellen
auf. Die Detektion der Proteine $-Actin und Actinin diente dem Nachweis der gleichmafigen
Gelbeladung. Die Quantifizierung der Western Blots erfolgte anhand der Chemilumineszenz-
Intensitaten (Abb. 4.24 B).
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Abb. 4.24 Einfluss von Flavopiridol und THz531 auf den IL-1 Signalweg nach 17 h in transformierten
iIFTSECs.

IFTSECs, iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc Zellen wurden mit Flavopiridol (FVP) [10 uM] oder
THZ531 [1 puM] vorbehandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt oder wurden als Ldsungsmittelkontrolle mit
0.1 % DMSO behandelt. Nach 1 h Inkubation wurden die Zellen fur 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen
wurden geerntet und eine Zelllyse wurde durchgefiihrt. (A) Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im
Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse zum Einfluss der CDK Inhibitoren auf den
IL-1 Signalweg. Die Proteinmenge wurde auf die unbehandelten iFTSECs normalisiert. Die Quantifizierung wurde
mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei
unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter,
parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (* p < 0.05; ** p < 0.01).

97



Ergebnisse

Zusétzlich zu den Sekretomanalysen selektierter Proteine mittels ELISA, war es wichtig, eine
unvoreingenommene, globale Analyse des Sekretoms in die Charakterisierung des Phanotyps
der iIFTSECs mit einzubeziehen. Zu diesem Zweck wurde das Sekretom mittels Olink
Technologie untersucht. Daftr wurden Zellkulturiberstinde der iIFTSECs+Leervektor und
IFTSECs+mutKRAS/Myc, welche fir 1 h mit DMSO, Flavopiridol oder THZ531 vorbehandelt
und anschlieBend zusatzlich fur 16 h mit IL-1 stimuliert wurden, in das Labor von Prof.
Johannes Graumann (Philipps-Universitat Marburg) Ubergeben. Dort wurde eine sogenannte
Olink Analyse durchgefiihrt. Die Bestimmung der relativen Proteinmengen erfolgte Gber einen
sogenannten proximity extension assay (PEA), welcher Uber eine Next-Generation
Sequenzierung (NGS) ausgewertet wurde (siehe 3.3.7). Nach erfolgter Normalisierung der
Daten lieferte die Analyse sogenannte normalized protein expression (NPX)-Werte. Dieser
logz-transformierte Wert gibt Auskunft Gber die individuellen Proteinmengen. Die Werte
wurden dabei sowohl auf eine interne Kontrolle (Extension Control) als auch auf die externe
Kontrolle (Plate Control) normalisiert. Ein hoher NPX-Wert lasst somit auf eine hohe relative
Proteinkonzentration des jeweiligen Proteins schlieBen. Dabei ist zu beachten, dass die NPX-
Werte lediglich innerhalb desselben Proteins zwischen den verschiedenen Proben verglichen
werden konnen, aber nicht zwischen verschiedenen Projekten und Proteinen. Es wird daher
jeweils eine relative Quantifizierung verwendet, um Unterschiede zwischen individuellen
Proteinmengen zwischen den verschiedenen Proben zu identifizieren (Assarsson et al., 2014;
Wik et al., 2021).

Um den Einfluss der Transformation der Zellen und der IL-1 Stimulation zu analysieren,
wurden Vulkanplots erstellt. Aufgetragen wurde daftir jeweils der log. FC gegen —logio P (Abb.
4.25). Der logz FC wurde durch Subtraktion der jeweiligen NPX-Werte, welche bereits logz
skaliert waren, berechnet. Naher betrachtet wurden Proteine, welche mindestens vierfach und
signifikant dereguliert waren (log. FC 22 oder log; FC < -2 und P < 0.05). Die Ergebnisse
zeigten, dass die Transformation der Zellen bereits einen Einfluss auf das basale Sekretom
der Zellen hatte (Abb. 4.25 A). In den iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurden im Vergleich zu
IFTSECs+Leervektor 78 Proteine verstérkt sekretiert. Des Weiteren wurde die Sekretion von
48 Proteinen mindestens vierfach (log, FC < -2) herunterreguliert. Die IL-1 Stimulation sorgte
hingegen fur eine verstarkte Sekretion von 43 Proteinen in den iFTSECs+Leervektor (Abb.
4.25 B) und 33 Proteinen (Abb. 4.25 C) in den iFTSECs+mutKRAS/Myc. Eine Venn-Analyse
(Abb. 4.25 D) der mindestens vierfach und signifikant induzierten Proteine zeigte, dass
26 Proteine sowohl in IFTSECs+mutKRAS/Myc als auch in iFTSEC+Leervektor nach erfolgter
IL-1 Stimulation verstarkt sekretiert wurden. Zu diesen Proteinen gehorten beispielsweise
CCL17, CCL8, CXCL6, CXCL3, CCL20, TNF und VCAML1 (Abb. 4.25 E). Lediglich 5 Proteine

wurden ausschlie3lich in IFTSECs+mutKRAS/Myc hochreguliert. Im Gegensatz wurden
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14 Proteine ausschlief8lich in iIFTSECs+Leervektor verstarkt durch die IL-1 Stimulation

sekretiert.
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Abb. 4.25 Die Transformation der iFTSECs beeinflusst die basale und IL-1 induzierte Proteinsekretion.
iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fiir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen
blieben unstimuliert. Die Zellkulturiiberstdande wurde geerntet und Gber PEA (Olink) analysiert. (A-C) Vulkanplots
zum Einfluss der Transformation auf die iFTSECs und die IL-1 induzierte Proteinsekretion. Bezogen wurde sich
dabei auf die unstimulierte Probe der jeweiligen Zelllinie. Aufgetragen wurde der log2 FC gegen logio P.
Herunterregulierte Proteine sind in Griin und hochregulierte Proteine in Rot dargestellt. (D) Venn Diagramm zum
Einfluss der Transformation der iIFTSECs auf die IL-1 induzierte Proteinsekretion. In die Analyse einbezogen
wurden Proteine, welche innerhalb folgender Filterung bei einem Vergleich mit der unstimulierten Probe lagen:
logz FC 22 und P < 0.05. (E) Auflistung der IL-1 induzierten Proteine (logz FC =2 und P < 0.05).

Des Weiteren wurden die Auswirkungen von Flavopiridol und THZ531 auf das Sekretom der
Zellen mittels Vulkanplots analysiert (Abb. 4.26). Aufgetragen wurde jeweils der log. FC gegen
log10 P. Ein Bezug wurde jeweils zu den DMSO behandelten Zellen, welche ebenfalls mit IL-1
stimuliert wurden, hergestellt. Die Analyse zeigte, dass Flavopiridol einen starken Einfluss auf
das Sekretom der Zellen hatte. In iIFTSECs+Leervektor wurden 290 Proteine mindestens
vierfach hochreguliert wahrend 64 Proteine vermindert sekretiert wurden, darunter z.B.
VCAML, IL-6 und TNF. In iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden 312 Proteine verstarkt freigesetzt.
Die Sekretion von 48 Proteinen war wiederrum mindestens vierfach verringert. Flavopiridol
hatte somit einen differentiellen Effekt auf Zusammensetzung der Zellkulturiberstande (Abb.
4.26).

Entgegen der Genexpressionsanalysen und den ELISA Experimenten wurden viele Proteine
nach erfolgter Flavopiridol-Behandlung verstarkt von den Zellen abgegeben. Eine
Gegeniiberstellung der relativen Anderungen im ELISA und der NPX-Werte demonstrierte die

Vergleichbarkeit der beiden Methoden (Abb. 8.3). Eine ausfihrliche Anreicherungsanalyse
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mittels Metascape (Abb. 4.27) zeigte, dass die hochregulierten Proteine (berwiegend
klassischen intrazellularen Prozessen zugeordnet werden konnten, wie beispielsweise amino
acid metabolic process (GO:0006520), nucleotide metabolic process (GO:0009117), positive
regulation of cell cycle (GO:0045787), apoptotic signaling pathway (G0O:0097190), regulation
of apoptotic signaling pathway (G0O:2001233) und regulation of cellular catabolic process
(G0:0031329). Einige dieser Prozesse wurden dabei lediglich in iFTSECs+mutKRAS/Myc

angereichert.

Venn-Analysen, welche zum Vergleich der RNASeq und der Olink Analyse dienten, zeigten
(Abb. 8.5), dass kein Protein, welches durch Flavopiridol verstarkt freigesetzt wurde, auch
verstarkt auf mRNA Ebene exprimiert wurde. Weitere Analysen zeigten auf3erdem, dass
bereits die basale Freisetzung vieler Proteine durch Flavopiridol induziert wurde. Vulkanplots
zeigten, dass in iIFTSECs+Leervektor 135 Proteine durch die Flavopiridol-Behandlung der
Zellen vermehrt freigesetzt wurden. In iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden ebenfalls 69 Proteine
verstarkt im Zellkulturiberstand detektiert, wenn die Zellen ausschlieZlich mit Flavopiridol
behandelt wurden (Abb. 8.4). All dies lieR die Vermutung zu, dass diese Proteine von
apoptotischen Zellen freigesetzt wurden.

Proteine, deren IL-1 induzierte Sekretion durch Flavopiridol supprimiert wurde, konnten
hingegen Prozessen wie complement system (WP2806), response to wounding
(G0O:0009611), cytokines and inflammatory response (WP530) und overview of
proinflammatory and profibrotic mediators (WP5095) zugeordnet werden (Abb. 4.27).
Flavopiridol hatte somit einen supprimierenden Effekt auf die Sekretion von Proteinen, welche
an inflammatorischen  Prozessen beteiligt sind. Ein  Vergleich mit den
Genexpressionsanalysen zeigte, dass in den iFTSECs+Leervektor 35 dieser Proteine bereits
auf mRNA Ebene dereguliert waren. In iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden ebenfalls 29 Gene
sowohl auf mMRNA Ebene als auch auf Proteinebene supprimiert (Abb. 8.5).

Der selektive CDK12/13 Inhibitor THZ531 hatte unter den gegebenen Filterkriterien im
Vergleich zu Flavopiridol nur einen geringen Effekt auf das IL-1 vermittelte Sekretom der
Zellen. In iFTSECs+Leervektor wurden ausschlielich 7 Proteine erhéht im
Zellkulturiberstand gemessen, wenn die Zellen mit THZ531 behandelt und mit IL-1 stimuliert
wurden. Unter diesen Proteinen befand sich beispielsweise TNF. Die IL-1 induzierte Sekretion
von lediglich 23 Proteinen war im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen, welche ebenfalls
mit IL-1 stimuliert wurden, verringert. Acht dieser Proteine wurden bereits in den
Genexpressionsanalysen als supprimierte Gene identifiziert (Abb. 8.6). Auch in
IFTSECs+mutKRAS/Myc wurden 15 Proteine mindestens vierfach durch THZ531 im Vergleich
zu DMSO behandelten Zellen herunterreguliert. Die mRNA Expression von funf dieser

Proteine war ebenfalls reduziert. Ausschliellich 3 Proteine wurden durch THZ531 in
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IFTSECs+mutKRAS/Myc verstarkt sekretiert. TNF war dabei das einzige Protein, welches
bereits auf MRNA Ebene verstarkt exprimiert wurde. THZ531 zeigte somit einen Gberwiegend
supprimierenden Effekt auf das IL-1 induzierte Sekretom. Eine ausfuhrliche Metascape-
Analyse (Abb. 4.27) der mindestens vierfach herunterregulierte Proteine zeigte, dass in beiden
Zelllinien Prozesse wie overview of proinflammatory and profibrotic mediators (WP5095) und
regulation of cell-cell adhesion (G0O:0022407) angereichert wurden. Die Sekretion der
Proteine, die diesen Prozessen angehoren, wurde somit nach erfolgter IL-1 Stimulation durch
die THZ531-Behandlung vermindert. Zudem zeigte die Analyse, dass Prozesse wie
beispielsweise positive regulation of protein phosphorylation (G0O:0001934), complement
system (WP2806) und regulation of apoptotic signaling pathway (G0:2001233) lediglich in den
iIFTSECs+Leervektor  angereichert  wurden. Die Effekte  fielen somit  in
iIFTSECs+mutKRAS/Myc schwacher aus. Diese Beobachtung glich somit den Ergebnissen der
RNASeq. Unter basalen Bedingungen zeigte THZ531 keinen Effekt auf das Sekretom der
Zellen. In iIFTSECs+Leervektor wurden lediglich 3 Proteine mindestens vierfach und signifikant
hochreguliert und 1 Protein herunterreguliert (Abb. 8.4). Die Anreicherungsanalyse zeigte,
dass 36 Prozesse lediglich durch Flavopiridol angereicht wurden, wahrend kein Prozess
ausschlie3lich durch THZ531 angereichert war (Abb. 4.27 B). Der Effekt von THZ531 auf das
Sekretom war somit im Vergleich zu Flavopiridol deutlich selektiver.
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Abb. 4.26 Flavopiridol und THZ531 beeinflussen die IL-1 induzierte Proteinsekretion in transformierten
iIFTSECs differentiell.
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iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fiir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen zusatzlich fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben
unstimuliert. Die Zellkulturiberstéande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fir Sekretomanalysen
mittels Olink (PEA) verwendet. (A) Vulkanplot zum Einfluss von Flavopiridol und THZ531. Aufgetragen wurde der
logz2 FC gegen —logio P. Der Vergleich wurde dabei jeweils zu der Probe der jeweiligen Zelllinie gezogen, welche
mit DMSO behandelt und fiir 16 h mit IL-1 stimuliert wurde. Herunterregulierte Proteine sind in Grin und
hochregulierte Proteine in Rot dargestellt.
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Abb. 4.27 Anreicherungsanalyse mittels Metascape zum Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1
vermittelte Proteinsekretion von iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc.

IFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fir Sekretomanalysen mittels Olink
(PEA) verwendet. (A) Metascapeanalysen von Proteinen, welche durch Flavopiridol oder THZ531 nach 16 h IL-1
Stimulation in IFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu DMSO behandelten und
stimulierten Zellen hochreguliert bzw. herunterreguliert wurden. Die Proteine mussten folgende Kriterien erfiillen:
logz2 FC < -2 oder log2 FC 2 2 und P < 0.05. In der heatmap wurden —logio P Werte der Uberreprasentationsanalyse
dargestellt. Gezeigt sind die TOP100 angereicherten pathways. (B) Vergleichende Venn-Analysen der jeweils
angereicherten Prozesse unter den verschiedenen Bedingungen.
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Der Einfluss der Inhibitoren auf Proteine, welche von Ovarialkarzinomzellen nach erfolgter
Stimulation der Zellen mit IL-1 verstarkt sekretiert werden, wurde im Folgenden genauer
analysiert. Die TOP 20 der IL-1 regulierten Proteine, welche von iIFTSECs+Leervektor nach
16 h IL-1 Stimulation verstarkt sekretiert wurden, wurden ndher betrachtet. Hierzu wurde aus
den NPX-Werten die relative Proteinsekretion berechnet. Die Berechnung erfolgte wie folgt:

Relative Proteinsekretion = 2 (NPX (Probe) — NPX (Leervektor + DMSO))

Die Ergebnisse (Abb. 4.28) zeigten, dass vor allem Zytokine durch die IL-1 Stimulation
sekretiert wurden. Unter den TOP 20 IL-1 regulierten Proteinen befanden sich beispielsweise
CCL4, CCL17, CCL8, CXCL3, CCL20 und CCL3. Auch die kolonie-stimulierenden Faktoren
CSF2 und CSF3 gehorten zu den TOP 20 der freigesetzten Proteine. Des Weiteren wurden
die Matrix-Metalloproteasen MMP1, MMP3 und MMP10 als IL-1 regulierte Proteine
identifiziert. Die Ergebnisse zeigten, dass einige Proteine von iFTSECs+Leervektor im
Vergleich zu iIFTSECs+mutKRAS/Myc verstarkt nach erfolgter IL-1 Stimulation sekretiert
wurden. CCL4, MMP1, VCAM1 und MMP10 wurden von iFTSECs+mutKRAS/Myc im
Vergleich zu iIFTSECs+Leervektor in einem geringeren Ausmald sekretiert. CCL17 und CCL8
wurden von den transformierten Krebszellen ebenfalls kaum freigesetzt. Die IL-1 Responsivitat
der iIFTSECs+mutKRAS/Myc in Bezug auf das Sekretom erschien verringert. Auch die IL-1
vermittelte Sekretion von CCL20 war in den transformierten Krebszellen verringert. Dies
spiegelte die Ergebnisse der ELISA Experimente wider (Abb. 4.23, Abb. 8.3). Im Gegensatz
wurden CXCL3 und CSF3 verstarkt von iFTSECs+mutKRAS/Myc nach erfolgter IL-1
Stimulation in die Zellkulturiberstdnde abgegeben. Analysen der basalen Proteinmengen
zeigten zudem, dass beispielsweise CCL3, CXCL3, MMP3 und CXCL5 vermehrt von
unstimulierten iIFTSECs+mutKRAS/Myc sekretiert wurden (Abb. 8.7).

Wie bereits die Genexpressionsanalysen und die ELISA Experimente zeigten, supprimierte
Flavopiridol die Expression von IL-1 Zielgenen maf3geblich. Auch die IL-1 induzierte Sekretion
der TOP20 IL-1 regulierten Proteine wurden durch Flavopiridol vollstandig unterbunden.
THZ531 hatte hingegen einen differentiellen Effekt auf unterschiedliche Proteine. Die IL-1
induzierte Sekretion von CCL4, MMP12, CCL7, PI3 und MMP3 wurden beispielsweise in
beiden Zelllinien durch THZ531 verringert. Hingegen wurde sowohl die basale als auch die
IL-1 induzierte Sekretion von CXCL3 und TNF in IiFTSECs+Leervektor und
IFTSECs+mutKRAS/Myc stark erhoht. Die IL-1 induzierte Sekretion von CCL3 war in
iIFTSECs+Leervektor reduziert wahrend sie in iIFTSECs+mutKRAS/Myc erhoht war. Somit
unterstiitzte diese sekretomweite Analyse die Annahme, dass THZ513 einen differentiellen
Effekt auf das IL-1 vermittelte Tumorsekretom ausibt, wéhrend Flavopiridol die
Entziindungsreaktion und die damit verbundene Entstehung einer inflammatorischen

Umgebung unterdriickt.
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Abb. 4.28 Differentieller Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte Sekretion der TOP 20
IL-1 regulierten Proteine.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 puM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fiir Sekretomanalysen mittels Olink
(PEA) verwendet. Die relative Proteinsekretion wurde aus den NPX-Werten berechnet. Die Normalisierung erfolgte
auf die DMSO behandelten iFTSECs+Leervektor (unstimuliert). Die Auswirkungen der Inhibitoren auf die TOP 20
Proteine, welche in iFTSECs+Leervektor durch IL-1 induziert wurden, sind gezeigt.

Zusatzlich wurde eine Datenmatrix bzw. heatmap fir alle gemessen 4223 sezernierten
Proteine erstellt. Hierfir wurden die Mittelwerte der NPX-Werte mittels Morpheus-Software
dargestellt (https://software.broadinstitute.org/morpheus/). Mittels der Software wurde eine Z-
Skalierung vorgenommen, um die Messwerte in einem einheitlichen Datenintervall abbilden
zu konnen. Aullerdem wurden die Daten einem k-means Clustering unterzogen. Das
Sekretionsmuster konnte dadurch in vier verschiedene Cluster segregiert werden (Abb. 4.29).

Die vier erzeugten Cluster wurden auf3erdem Uber die collapse-Funktion basierend auf den
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Mittelwerten pro Cluster zusammengefasst (Abb. 4.29 B). Zudem wurden die ermittelten Z-
scores der einzelnen Proteine der jeweiligen Cluster zur besseren Veranschaulichung in
Boxplots dargestellt (Abb. 4.29 C). Die Matrix zeigte, dass in Cluster | Proteine enthalten
waren, welche in den iIFTSECs+Leervektor im Vergleich zu iFTSECs+mutKRAS/Myc verstarkt
sekretiert wurden. Vor allem die simultane Behandlung der iFTSECs+Leervektor mit
Flavopiridol und IL-1 sorgte fir eine erhohte Freisetzung dieser Proteine. Eine
Anreichungsanalyse mittels Metascape zeigte, dass in diesem Cluster Prozesse wie cell-cell
adhesion (G0:0098609), neutrophil degranulation (R-HSA-6798695) oder blood vessel
development (GO:0001568) angereichert wurden (Abb. 4.30). Das zweite Cluster visualisierte
Proteine, deren Freisetzung durch Flavopiridol induziert wurde. Diese Proteine waren nicht
IL-1 reguliert. Eine simultane Behandlung der Zellen mit Flavopiridol und IL-1 sorgte flr eine
weitere Zunahme der Sekretion in beiden Zelllinien. In diesem Cluster waren Prozesse wie
beispielsweise response to oxidative stress (G0O:0006979), metabolism of nucleotides (R-
HSA-15869) oder cellular response to stress (R-HSA-2262752) angereichert. Im dritten
Cluster befanden sich Proteine, welche von den iIFTSECs+mutKRAS/Myc im Vergleich zu
iIFTSECs+Leervektor verstarkt sekretiert wurden. Die Inhibitoren hatten keinen Einfluss auf die
Freisetzung dieser Proteine. Unter den angereicherten Prozessen waren die Prozesse
enzyme-linked receptor protein signaling pathway (GO:0007167) oder positive regulation of
phosphorylation (GO:0042327) zu finden. Aber auch inflammatorische Prozesse wie cytokine-
cytokine receptor interaction (hsa04060) oder inflammatory response (GO:0006954) wurden
in Cluster Il angereichert. Cluster IV listete hingegen Proteine, welche in den
IFTSECs+Leervektor IL-1 abhangig sekretiert wurden. In den iFTSECs+mutKRAS/Myc wurde
die Sekretion dieser Proteine ebenfalls durch IL-1 induziert, allerdings in einem geringeren
Ausmal’. Die IL-1 Responsivitat der transformierten Krebszellen schien somit verringert. Die
Inhibitoren hatten tberwiegend einen supprimierenden Effekt auf die Sekretion der Proteine
dieses Clusters. Der unterdriickende Effekt von Flavopiridol fiel dabei verglichen zu THZ531
deutlicher aus. Einige Proteine dieses Clusters wurden durch THZ531 auch verstarkt
sekretiert. Die Prozessanalyse mittels Metascape zeigte, dass in diesem Cluster (iberwiegend
inflammatorische Prozesse angereichert wurden, darunter cytokine-cytokine receptor
interaction (hsa04060), overview of proinflammatory and profibrotic mediators (WP5095) und
innate immune response (G0:0045087). Venn-Diagramme zeigten zudem, dass die einzelnen
Prozesse zwischen den verschiedenen Clustern meist einzigartig angereichert wurden (Abb.
4.30 B). Lediglich 8 Prozesse wurden in allen Clustern angereichert z.B. positive regulation of
immune response (GO:0050778), positive regulation of cytokine production (G0O:0001819)
und response to wounding (GO:0009611).

Insgesamt unterstitzten die Sekretomdaten die bereits beobachteten Effekte der beiden

Inhibitoren. Flavopiridol unterdriickte die IL-1 induzierte Sekretion vieler Proteine. Einige
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Proteine wurden allerdings verstérkt durch die Flavopiridol-Behandlung der Zellen in den
Zellkulturiberstand freigesetzt. Allerdings wurde keines dieser Proteine auf mRNA Ebene
hochreguliert. THZ531 hatte ebenfalls einen differentiellen Effekt auf das IL-1 induzierte
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Abb. 4.29 Heatmap Darstellung der Z-skalierten NPX-Mittelwerte zur Untersuchung des Einflusses von

Flavopiridol und THZ531 auf das Sekretom.
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iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fir Sekretomanalysen mittels Olink
(PEA) verwendet. Die NPX-Mittelwerte aller gemessenen 4223 sezernierten Proteine wurden mittels Morpheus
Software des Broad-Institutes visualisiert. (A) Eine Z-Skalierung und ein k-means Clustering wurden durchgefiihrt.
(B) Zudem wurden die Cluster zusammengefasst. Blaue Farbungen deuten auf einen niedrigen NPX-Wert hin
wahrend rote Farbungen auf einen hohen NPX-Wert schlieRen lassen. (C) Die ermittelten Z-Scores der Proteine
der jeweiligen Cluster wurden zudem in Boxplots dargestellt.
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Abb. 4.30 Anreicherungsanalysen der Proteine aus den vier erzeugten Clustern mittels Metascape.

Die NPX-Mittelwerte der Olink Analyse wurden mittels Morpheus Software des Broad-Institutes visualisiert. Eine Z-
Skalierung und ein k-means Clustering wurden durchgefuhrt. Vier Cluster wurden dabei erzeugt. Die Proteine aus
den einzelnen Clustern wurden mittels Metascape Software analysiert. Die TOP 20 angereicherten pathways
wurden als —logio P Werte der Uberreprasentationsanalyse dargestellt. (B) Vergleichende Venn-Analysen der
TOP100 angereicherten pathways der jeweiligen Cluster.
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Um eine vergleichende Analyse der Effekte auf das Transkriptom und das Sekretom zu
ermoglichen, wurde eine Darstellung gewabhlt, die eine Visualisierung von multiplen Variablen
ermoglichte. Hierfur wurde jeweils der log. FC der RNA Mengen gegen den log: FC der
jeweiligen Proteinlevel aufgetragen (Abb. 4.31). Alle Proteine, welche durch Olink gemessen
wurden, wurden ebenfalls auf MRNA Ebene analysiert. Die Korrelation der Daten wurde mittels
Pearson-Koeffizient (R) angegeben. Zudem wurde das BestimmtheitsmaR (R?) ermittelt.
Wurden iFTSECs+Leervektor oder iFTSECs+mutKRAS/Myc mit IL-1 stimuliert konnte sowohl
auf RNA Ebene als auch auf Proteinebene eine Zunahme einiger Gene/Proteine im Vergleich
zu unstimulierten Zellen verdeutlicht werden (Abb. 4.31). Gene/Proteine, welche in
IFTSECs+Leervektor auf mRNA Ebene und auf Proteinebene mindestens vierfach
hochreguliert (log-FC = 2) wurden, wurden in allen Graphen farblich markiert, um die Effekte
auf die inflammatorischen Gene zu verdeutlichen (Abb. 4.31). Die Auswertung bestétigte
erneut die beschriebenen Effekte der beiden CDK Inhibitoren auf die IL-1 induzierte
Genexpression und Proteinsynthese. Flavopiridol hatte einen globalen supprimierenden Effekt
auf die Genexpression und auf die Proteinsynthese in beiden Zelllinien. Die Darstellung
verdeutlichte, dass vor allem die Synthese von inflammatorischen Genen betroffen war,
welche in iIFTSECs+Leervektor durch IL-1 induziert wurden. Der differentielle und selektivere
Effekt von THZ531 wurde durch die Darstellung ebenfalls erneut beschrieben. Einige
Gene/Proteine wurden herunterreguliert wahrend andere induziert wurden. Die IL-1
induzierten Gene wurden dabei allerdings Uberwiegend herunterreguliert. TNF und CXCL3
wurden allerdings sowohl auf mRNA Ebene als auch auf Proteinebene hochreguliert.
Insgesamt zeigten die Korrelationen eine breite Streuung. Allerdings konnten biologische
Schlisse aus den Daten gezogen werden. Die Inhibitoreffekte wurden erneut bestétigt. Um
die Korrelation der Daten auf inflammatorischer Ebene detaillierter zu analysieren, wurden
lediglich die 521 Proteine aus Cluster IV der Clusteranalyse mittels Morpheus (Abb. 4.29) in
die Auswertung einbezogen. Hierbei handelte es sich um die IL-1 induzierten Proteine.
Wurden lediglich diese 521 Proteine betrachtet, konnte eine erhdhte Korrelation der Daten
beschrieben werden (Abb. 8.8).
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Abb. 4.31 Korrelationsanalyse der globalen Effekte von Flavopiridol und THZ531 auf die IL-1 vermittelte
MRNA Expression und Proteinsekretion.

Die IL-1 vermittelte Genexpression und Proteinsekretion von iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc
wurde in den vorangegangenen Darstellungen detailliert analysiert. Um eine vergleichende Analyse der beiden
RNASeq Daten und der Olink Daten durchzufiihren, wurde jeweils der log2 FC der RNA-Menge gegen den logz FC
der Proteinlevel aufgetragen. Alle Gene, welche fir Proteine codieren, welche mittels Olink gemessen wurden,
wurden in die Analyse einbezogen. Ein Bezug wurde jeweils zu den DMSO behandelten Zellen hergestellt.
Gene/Proteine, welche in iFTSECs+Leervektor sowohl in der Transkriptomanalyse als auch in der
Sekretomanalyse durch die IL-1 Stimulation mindestens vierfach hochreguliert (log2 FC = 2) wurden, wurden jeweils
farblich hervorgehoben. Der Pearson-Koeffizient R und das BestimmtheitsmaR R?wurde mittels GraphPad Prism
ermittelt.
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4.2 Beeinflussung des NF-kB Signalwegs durch den PROTAC BSJ-4-116

Zusatzlich zu Flavopiridol und THZ531 wurden in dieser Arbeit die zellularen Effekte des
PROTACs BSJ-4-116 untersucht. Initial wurde die dosisabhangige Funktionsweise des
PROTACSs in HCT116 Zellen und HelLa Zellen, die mit Konzentrationen von 50 nM bis 10 uM
fir 24 h mit BSJ-4-116 behandelt wurden, evaluiert. Parallel wurden Zellen fir 24 h mit DMSO
behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mikroskopiert und geerntet. Die geernteten Zellen
wurden lysiert und die Lysate fir Proteindetektionen im Western Blot eingesetzt. Die
Mikroskopie-Aufnahmen (Abb. 4.32) deuteten darauf hin, dass der PROTAC einen starken
Effekt auf die Zellproliferation hatte. Bereits 50 nM genlgten, um die Zellzahl deutlich zu
verringern. Je hoher die eingesetzte Dosis war, desto geringer war die Anzahl an lebenden
Zellen. Des Weiteren trat eine dosisabhangige Veranderung der Morphologie der Zellen auf
und es wurden vermehrt tote Zellen beobachtet. Dies lieR darauf schlieRen, dass der PROTAC
einen anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekt auf die Zellen hatte. Die Western Blot
Analyse (Abb. 4.32) zeigte, dass CDK12 dosisabhangig degradiert wurde. Fur HelLa Zellen
reichte eine Konzentration von lediglich 50 nM aus, um eine deutliche Reduktion der CDK12
Proteinmenge herbeizufiihren. In HCT116 Zellen fihrte die Behandlung der Zellen mit 100 nM
BSJ-4-116 ebenfalls zu einer eindeutigen Degradation von CDK12. Auf die
Gesamtproteinmenge von Pol Il hatte der Inhibitor in HCT116 Zellen keinen Einfluss. In HeLa
Zellen war die Pol Il Gesamtproteinmenge reduziert, wenn die Zellen mit mindestens 1 pM
BSJ-4-116 behandelt wurden. Die Phosphorylierungen der CTD von Pol Il nahmen hingegen
dosisabhéngig ab. 50 nM genugten, um eine starke Reduzierung der (S2)-Phosphorylierung
von Pol Il in HeLa Zellen herbeizufihren. Die Phosphorylierung von (S5)-Pol Il war hingegen
erst reduziert, wenn mindestens 500 nM BSJ-4-116 eingesetzt wurden. In HCT116 mussten
insgesamt hohere Konzentrationen eingesetzt werden, um diese Effekte zu erzeugen. Eine
eindeutige Abnahme der (S2)- und (S5)-Phosphorylierung von Polll trat bei einer
Konzentration von 500 nM ein. Des Weiteren zeigte die Western Blot Analyse, dass die Menge
an cleaved PARP (c-PARP) in HeLa Zellen dosisabhéngig zunahm. Auch in HCT116 Zellen
konnte c-PARP detektiert werden, allerdings nur bei Konzentrationen von 500 nM und 1 puM.
Dies untermauerte die Vermutung, dass der Inhibitor einen pro-apoptotischen Effekt auf die
Zellen hatte. Die Detektion der Proteine B-Actin und Actinin dienten dem Nachweis der

gleichmaiigen Gelbeladung.
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Abb. 4.32 Die Dosisabhéngigkeit des PROTACs BSJ-4-116.

HCT116 Zellen und HelLa Zellen wurden fur 24 h mit dem PROTAC BSJ-4-116 behandelt. Dabei wurden folgende
Konzentrationen eingesetzt: 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 pM, 5 pM und 10 uM. Weitere Zellen wurden fir die
Lésungsmittelkontrolle fir 24 h mit DMSO behandelt. Die Zellen wurden anschlieBend (A) mikroskopiert
(VergroRRerung: 10 x) und (B) geerntet, lysiert und die Gesamtzelllysate fir Proteindetektionen im Western Blot
verwendet. Dieser Versuch wurde einmal durchgefuhrt.

4.2.1 Einfluss des PROTACs BSJ-4-116 auf den IL-1 Signalweqg und die IL-1 induzierte
Genexpression in HCT116 und HelLa Zellen

Um den Einfluss der durch BSJ-4-116 herbeigefiihrten Degradation von CDK12 auf den IL-1
Signalweg und die IL-1 induzierte Genexpression zu untersuchen, wurden HCT116 Zellen und
HelLa Zellen fur insgesamt 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als
Kontrolle mit DMSO behandelt. Zusatzlich wurden die Zellen fur 0.5 h, 1 h und 3 h mit IL-1
stimuliert oder unstimuliert gelassen. Anschlieend wurden die Zellen mikroskopiert und
geerntet. Ein Teil der Zellen wurde lysiert und das entstandene Lysat wurde flr
Proteindetektionen im Western Blot verwendet. Aus den restlichen Zellen wurde die RNA fur

anschlieende RT-qPCRs isoliert.

Die Mikroskopie-Aufnahmen (Abb. 4.33) dienten einer Kontrolle und zeigten erneut, dass die
Behandlung der Zellen mit 500 nM BSJ-4-116 zu einer verringerten Zellzahl und einer
erhdhten Anzahl an apoptotischen Zellen fuhrte. Des Weiteren wurde eine stark veranderte

Morphologie der Zellen festgestellt.
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Abb. 4.33 Anti-proliferative und pro-apoptotische Effekte des PROTACs BSJ-4-116
HCT116 Zellen und HelLa Zellen wurden fur 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als
Losungsmittelkontrolle mit DMSO behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mikroskopiert (VergroRerung: 10 x).

Die Detektion von CDK12 im Western Blot (Abb. 4.34) zeigte, dass die Behandlung der Zellen
mit 500 nM BSJ-4-116 zu einer immensen Reduktion der Gesamtproteinmenge von CDK12
fuhrte. Allerdings zeigte die Analyse, dass auch die Proteinmenge von CDK13 stark verringert
war. Dies liel3 die Schlussfolgerung zu, dass der PROTAC nicht spezifisch fir CDK12 war. Die
homologe Kinase CDK13 wurde ebenfalls degradiert. Die Detektion von c-PARP, einem
bekannten Apoptosemarker, verdeutlichte, dass der PROTAC die Apoptose der Zellen
induzierte. Sowohl die Gesamtproteinmenge von Pol Il als auch die Phosphorylierung von
(S2)-Pol Il wurde durch die Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 verringert. Um den Einfluss
der CDK12/13 Degradation auf den IL-1 Signalweg zu analysieren, wurden einige
Komponenten des Signalwegs detektiert. Die Western Blot Analyse zeigte, dass die
Phosphorylierung von p65 in beiden Zelllinien sowohl basal als auch nach erfolgter IL-1
Stimulation im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen reduziert war. Auch die
Gesamtproteinmenge von p65 war verringert. Des Weiteren deuteten die Ergebnisse darauf
hin, dass die IL-1 induzierte Phosphorylierung von IkBa in beiden Zelllinien zu jedem Zeitpunkt
vermindert war. Bereits in unstimulierten Zellen war die IkBa-Phosphorylierung im Vergleich
zur DMSO Kontrolle reduziert. Auch die basale Gesamtproteinmenge von IkBa war in beiden
Zelllinien verringert, wahrend der Abbau und die Re-Synthese von IkBa abgeschwacht waren.
In HeLa Zellen fand nach 3 h IL-1 Stimulation keine Re-Synthese von IkBa statt, wie es in den
DMSO behandelten Zellen der Fall war. In HCT116 Zellen wurde hingegen die
Ausgangsproteinmenge (hach BSJ-4-116-Behandlung) von IkBa nach 3 h IL-1 Stimulation
wieder erreicht. Allerdings war die Proteinmenge gegeniber DMSO behandelten Zellen
weiterhin verringert. IkBa wird durch den sogenannten IkB-Kinase (IKK) Komplex
phosphoryliert. Der IKK-Komplex wird wiederum durch eine Phosphorylierung aktiviert. Die
Analyse demonstrierte, dass durch BSJ-4-116 bereits die IL-1 vermittelte Phosphorylierung
von IKKa und IKKB supprimiert wurde. Au3erdem waren die Gesamtproteinmengen von IKKa,
IKKB und IKKy in HelLa Zellen verringert. In HCT116 Zellen war lediglich die IKKB-Menge
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reduziert. Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass BSJ-4-116 einen starken Einfluss auf
wichtige Komponenten des IL-1 Systems hatte. Auch die IL-1 induzierte Synthese des NF-kB
Inhibitors A20 wurde durch die Behandlung beider Zelllinien mit 500 nM BSJ-4-116 im
Vergleich zu DMSO behandelten Zellen verringert. Als Ladekontrolle der SDS-Gele diente die
Detektion von B-Actin und Actinin. Die Quantifizierung der Blots aus drei biologischen
Replikaten (Abb. 4.34) wurde anhand der Intensitaten der Chemilumineszenz bemessen und

auf diese normalisiert.

Die Genexpressionsanalyse mittels RT-gPCR (Abb. 4.35) zeigte aulBerdem, dass die IL-1
induzierte Expression aller getesteten IL-1 Zielgene nach der Behandlung der Zellen mit
BSJ-4-116 im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen zu jedem Zeitpunkt weitestgehend
supprimiert war. Zudem waren bereits die basalen mRNA Mengen von IL8, CXCL2 und
NFKBIA in beiden Zelllinien verringert. Zusatzlich zeigten die Daten, dass die Expression von
IKBKB und IKBKG reduziert war. Diese Gene codieren fir die IkB-Kinasen IKKB und IKKYy.
Somit war nicht nur die Expression von IL-1 Zielgenen betroffen, sondern auch die Expression
von Genen, welche fir Komponenten des IL-1 Signalwegs codieren.
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Abb. 4.34 BSJ-4-116 beeintrachtigt den IL-1 Signalweg in HCT116 Zellen und HelLa Zellen immens.

(A) HCT116 Zellen und HelLa Zellen wurden fir 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als
Lésungsmittelkontrolle mit 0.05 % DMSO behandelt. Zusatzlich wurden die Zellen fiir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1a
[10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen wurden nicht stimuliert. Nach Ablauf der insgesamt 24 h wurden die Zellen
geerntet und lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B)
Quantifizierung der Western Blot Analyse zum Einfluss von BSJ-4-116 auf den IL-1 Signalweg. Die Proteinmenge
wurde auf die unstimulierte, DMSO behandelte Probe der jeweiligen Zelllinie normalisiert. Die Quantifizierung wurde
mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei
unabhangigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter,
parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefuhrt (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Abb. 4.35 BSJ-4-116 supprimiert die IL-1 induzierte Genexpression in HCT116 Zellen und HelLa Zellen.

(A) HCT116 Zellen und HelLa Zellen wurden fiir 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als
Losungsmittelkontrolle mit 0.05 % DMSO behandelt. Zusatzlich wurden die Zellen fir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1
[10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen wurden nicht stimuliert. Nach Ablauf der insgesamt 24 h wurden die Zellen
geerntet. Die RNA der Zellen wurde isoliert und eine reverse Transkription durchgefuhrt. Es wurden Tagman-
Sonden fur die gPCR verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die
Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB und die unstimulierte und DMSO behandelte Probe der
jeweiligen Zelllinie. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten
dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt
(* p=0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001).

4.2.2 Untersuchungen zur Zeit- und Dosisabhangigkeit PROTACs BSJ-4-116

Da die vorherigen Ergebnisse darauf hindeuteten, dass die Behandlung der Zellen mit 500 nM
BSJ-4-116 nicht nur eine CDK12 Degradation, sondern auch eine CDK13 Depletion induzierte,
sollten weiteren Untersuchungen zur Zeit- und Dosisabhéngigkeit des PROTACs
vorgenommen werden. Zur Analyse der Dosisabhangigkeit wurden die Zellen fir 24 h mit
lediglich 250 nM BSJ-4-116 behandelt. Die Konzentration wurde somit im Vergleich zum
vorherigen Experiment halbiert. Weitere Zellen wurden mit DMSO behandelt. Um eine
detaillierte Analyse des Einflusses von BSJ-4-116 auf den IL-1 Signalweg durchfiihren zu
kénnen, wurden die Zellen zuséatzlich fir 1 h, 3 h, 6 h oder 16 h mit IL-1 stimuliert. AnschlielBend
wurden die Zellkulturiberstande der Zellen fir Sekretomanalysen geerntet. Die Zellen wurden
auRerdem fur Western Blot Analysen geerntet. Die mittels Bradford Messung bestimmten

Proteinkonzentrationen wurden fir die Normalisierung der ELISA Analysen verwendet.
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Parallel wurden weitere Zellen geerntet, aus welchen die RNA isoliert wurde.

Genexpressionsanalysen wurden mittels RT-qPCR durchgefihrt.

Die Western Blot Analyse (Abb. 4.36) deutete darauf hin, dass bereits 250 nM BSJ-4-116
ausreichten, um eine Degradation von CDK12 und auch CDK13 herbeizufiihren. Allerdings
hatte die Behandlung der Zellen mit 250 nM des PROTACs keine Reduzierung der (S2)-
Phosphorylierung von Pol Il mehr zu Folge. Auch die Gesamtproteinmenge von Pol Il blieb
unverandert. Mit Blick auf den IL-1 Sighalweg wurde gezeigt, dass die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von p65 zu jedem Zeitpunkt im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle
reduziert war. Auch die Gesamtproteinmenge von p65 war verringert. Des Weiteren liel3en die
Ergebnisse darauf schlieRen, dass die IL-1 induzierte Phosphorylierung von IkBa stark
gehemmt wurde. Auch die Gesamtproteinmenge von IkBa war reduziert. In DMSO
behandelten Zellen wurde IkBa nach 1 h IL-1 Stimulation degradiert. Nach 3 h IL-1 Stimulation
wurde IkBa bereits re-synthetisiert und die Ausgangsproteinmenge wurde erreicht. AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass die IkBa Menge 6 h und 16 h nach der IL-1 Stimulation wieder
abnahm. Es kommt zu einer Reaktivierung des IL-1 Signalwegs. Wurden die Zellen mit dem
PROTAC BSJ-4-116 behandelt, war die basale Proteinmenge von IkBa bereits verringert.
AulRerdem zeigte die Analyse, dass IkBa weiterhin nach 1 h IL-1 Stimulation degradiert wurde,
wobei die Proteinmenge weiterhin im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle, welche fir
1 h mit IL-1 stimuliert wurde, verringert war. Auch in BSJ-4-116 behandelten Zellen fand eine
Re-Synthese von IkBa statt. Doch im Unterschied zu DMSO behandelten Zellen, nahm die
IkBa Menge nach 6 h und 16 h IL-1 Stimulation weiterhin zu. Auch die IL-1 vermittelte
Phosphorylierung von IKKa und IKKB wurde durch die Behandlung der Zellen stark
supprimiert. Die Gesamtproteinmenge von IKKB war im Vergleich zu DMSO behandelten
Zellen reduziert. Nach Assemblierung des IL-1 Rezeptorkomplexes aktiviert und
phosphoryliert TAKL1 beide IKKs. Die Ergebnisse zeigten, dass bereits die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von TAK1 vermindert war, wenn die Zellen mit BSJ-4-116 behandelt
wurden. Die Gesamtproteinmenge von TAK1 blieb unverandert. Dies zeigte, dass eine weitere
Komponente des IL-1 Signalwegs, welche upstream von den IKKs liegt, durch den PROTAC
beeinflusst wurde. Ferner wurde die IL-1 induzierte Synthese von A20/TNFAIP3 verzogert. In
DMSO behandelten Zellen, trat die Synthese von A20 nach 3 h IL-1 Stimulation ein. In
BSJ-4-116 behandelten Zellen war die Induktion der Synthese erst nach 6 h IL-1 Stimulation
zu beobachten. Allerdings war diese im Vergleich zu der DMSO Kontrolle weiterhin reduziert.
Nach 16 h IL-1 Stimulation wurde eine erhdhte Proteinmenge von A20 detektiert. Insgesamt
waren die Ergebnisse vergleichbar mit vorangegangenen Experimenten, in denen die Zellen
mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt wurden. Die Detektion der Proteine 3-Actin und Actinin diente
dem Nachweis der gleichméaRigen Gelbeladung. Die Quantifizierung der Western Blots (Abb.

4.36 B) wurde anhand der Chemilumineszenz-Intensitaten vorgenommen.
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Die Genexpressionsanalyse (Abb. 4.36 C) zeigte zusatzlich, dass die IL-1 vermittelte
Genexpression von IL8, CXCL2, CCL20 und NFKBIA zu jedem Zeitpunkt durch die
Behandlung der Zellen mit 250 nM BSJ-4-116 reduziert war. Der Vergleich erfolgte dabei mit

den DMSO behandelten Kontrollen, welche fur dieselbe Zeitspanne mit IL-1 stimuliert wurden.

Die beschriebenen Effekte erschienen insgesamt leicht abgeschwécht verglichen zu der
Behandlung der Zellen mit 500 nM BSJ-4-116 (Abb. 4.35). Des Weiteren wurden die

Proteinkonzentrationen von [L-8, CXCL2 und CCL20 in den Zellkulturiberstanden mittels

ELISA bestimmt (Abb. 4.36 D). Diese Sekretomanalyse zeigte, dass auch die IL-1 induzierte
Sekretion von IL-8, CXCL2 und CCL20 verringert war, wenn HCT116 Zellen mit 250 nM des
PROTACs behandelt wurden. In DMSO behandelten Zellen wurden die Zytokine vor allem
nach 3 h, 6 h und 16 h IL-1 Stimulation im Zellkulturiiberstand detektiert. In BSJ-4-116

behandelten Zellen waren die bestimmten Proteinkonzentrationen zu diesen Zeitpunkten stets

reduziert.
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Abb. 4.36 Einfluss von 250 nM BSJ-4-116 auf die IL-1 induzierte Genexpression und Proteinsekretion.
HCT116 Zellen wurden flr 24 h mit 250 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle
mit 0.025 % DMSO behandelt. Zusétzlich wurden die Zellen fiir 1 h, 3 h, 6 h oder 16 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert.
Nach Ablauf der insgesamt 24 h wurden die Zellkulturiiberstande und die Zellen geerntet. (A) Gesamtzelllysate
wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse. Die
Proteinmenge wurde auf die DMSO behandelte, unstimulierte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit
der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. (C) Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR. Es wurden
Tagman-Sonden fur die qPCR verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die
Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB und die unstimulierte und DMSO behandelte Probe. (D) Die
Zellkulturiiberstdnde wurden in ELISA-Analysen fur IL-8, CXCL2 und CCL20 eingesetzt. Dargestellt sind die
anhand den erstellten Standardreihen berechneten Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden auf die
Gesamtproteinkonzentration normiert. Es sind jeweils die Mittelwerte (+Standardabweichung) von drei
unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter,
parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001).

Um den dosis-abhangigen Einfluss von BSJ-4-116 auf den IL-1 Signalweg noch genauer zu
charakterisieren, wurde die eingesetzte Konzentration erneut verringert. Statt 250 nM wurden
lediglich 100 nM BSJ-4-116 fir die Analysen eingesetzt. Somit wurde die Konzentration erneut
um den Faktor 2.5 reduziert. HCT116 Zellen wurden fur 24 h mit 100 nM BSJ-4-116 behandelt.
Bei weiteren Zellen wurde DMSO in das Zellkulturmedium gegeben. Dies diente der
Ldsungsmittelkontrolle. Zusatzlich wurden die Zellen fir 6 h oder 16 h mit IL-1 stimuliert.
AnschlieRend wurden die Zellkulturiberstande flr Sekretomanalysen geerntet. Die Zellen
wurden ebenfalls geerntet und lysiert. Die Lysate wurden fir Proteindetektionen im Western
Blot verwendet. Zudem wurde die mittels Bradford Messung erfasste Proteinkonzentration der

einzelnen Proben genutzt, um die Sekretomanalyse zu normalisieren.

Die Auswertung der Western Blots (Abb. 4.37) zeigte, dass auch eine Konzentration von
100 nM ausreichte, um die Degradation von CDK12 zu induzieren. Doch auch fur die
unspezifische Degradation von CDK13 reichte diese Dosis aus. Die (S2)-Phosphorylierung

und die Gesamtproteinmenge von Pol Il waren nach der Behandlung der Zellen mit 100 nM
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BSJ-4-116 unverandert. Dahingehen war die IL-1 induzierte Phosphorylierung von p65 im
Vergleich zu DMSO behandelten Zellen weiterhin reduziert. Aul3erdem konnte bereits eine
Reduktion der Phosphorylierung im basalen Zustand gezeigt werden. Auch die
Gesamtproteinmenge von p65 wurde durch die Behandlung der Zellen mit dem CDK12-
PROTAC vermindert. Des Weiteren zeigte die Western Blot Analyse, dass die
Phosphorylierung von IkBa in unstimulierten Zellen, welche mit BSJ-4-116 behandelt wurden,
im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen reduziert war. Auch die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von IkBa war verringert. Allerdings war diese Beobachtung nicht signifikant.
Zudem wurde gezeigt, dass die IkBa-Proteinmenge durch die CDK12/13 Degradation
reduziert war. Au3erdem war eine Reduktion der IL-1 induzierten Phosphorylierung von IKKf3
erkennbar. Diese war allerdings nicht signifikant. Die Gesamtproteinmenge von IKKB blieb
unverandert. Die IL-1 vermittelte Synthese von A20 war hingegen verringert, wenn die Zellen
mit 100 nM BSJ-4-116 behandelt wurden. Insgesamt fielen die Effekte in abgeschwéachter
Form verglichen zu Zellen, welche mit 250 nM oder 500 nM BSJ-4-116 behandelt wurden, aus.
Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass bereits 100 nM BSJ-4-116 ausreichten, um die
supprimierenden Effekte auf den IL-1 Signalweg herbeizufiihren. Die Detektion von (B-Actin
diente als Kontrolle der gleichmafRligen Gelbeladung. Die Quantifizierung der Blots wurde
anhand der Chemilumineszenz Intensitaten durchgefuhrt. Auf diese wurde normiert, um eine

relative Proteinmenge zu berechnen.

Die Sekretomanalyse (Abb. 4.37 C) zeigte wiederum, dass die Behandlung der Zellen mit
100 nM BSJ-4-116 keinen Einfluss auf die Sekretion von IL-8, CXCL2 und CCL20 im Vergleich
zu DMSO behandelten Zellen hatte. Somit reichten 100 nM BSJ-4-116 nicht aus, um die
Sekretion der IL-1 induzierten Zytokine zu unterdriicken. Der Einfluss von BSJ-4-116 auf den
IL-1 Signalweg und die IL-1 vermittelte Genexpression und Proteinsekretion war stark

dosisabhangig.
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Abb. 4.37 Dosisabhéngige Effekte von BSJ-4-116 auf den IL-1 vermittelten Signalweg.

HCT116 Zellen wurden fur 24 h mit 100 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle
mit 0.05 % DMSO behandelt. Zusatzlich wurden die Zellen fiir 6 h oder 16 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert. Nach
Ablauf der insgesamt 24 h wurden die Zellkulturiiberstdnde und die Zellen geerntet. (A) Die Gesamtzelllysate
wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse. Die
Proteinmenge wurde auf die DMSO behandelte, unstimulierte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit
der Bio-Rad Image Lab Software durchgefuhrt. (C) Die Zellkulturibersténde wurden in ELISA-Analysen fur IL-8,
CXCL2 und CCL20 eingesetzt. Dargestellt sind die anhand den erstellten Standardreihen berechneten
Proteinkonzentrationen. Die Werte wurden auf die Gesamtproteinkonzentration normiert. Es sind jeweils die
Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fir die
Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefuhrt (* p < 0.05;
**p <0.01; ** p <0.001; **** p < 0.0001).

Zusatzlich zur Dosisabhangigkeit sollte auch die Zeitabhangigkeit des PROTACs getestet
werden. Dafur wurden HCT116 Zellen fur 3 h, 6 h oder 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt.
Weitere Zellen wurden auferdem als Kontrolle mit DMSO behandelt. Um den zeitabhangigen
Einfluss des PROTACs zu untersuchen, wurden die Zellen 1 h vor Ablauf der jeweiligen
Behandlungszeiten zusétzlich mit IL-1 stimuliert. Weitere Zellen wurden nicht stimuliert.
AnschlieRend wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der Zellen wurde lysiert und die

entstandenen Gesamtzelllysate wurden fir Proteindetektionen im Western Blot eingesetzt.
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Der andere Teil der Zellen wurde fir Genexpressionsanalysen verwendet. Dafir wurde die

RNA der Zellen isoliert und eine reverse Transkription mit anschlieRender gPCR durchgefuhrt.

Die Western Blot Analyse (Abb. 4.38) zeigte, dass die Proteinmenge von CDK12 reduziert
war, wenn die Zellen fir 24 h mit dem CDK12-PROTAC behandelt wurden. Auch die
Gesamtproteinmenge von CDK13 war nach der 24-stiindigen Behandlung der Zellen
verringert. Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 4.38 B) deutete darauf hin, dass nach
6 h Behandlung die Gesamtproteinmengen von CDK12 und CDK13 ebenfalls in einem
geringen Ausmalf reduziert waren. Die Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 fur 3 h hatte
hingegen keinen Einfluss auf die Proteinmengen von CDK12/13. Somit trat die deutliche
Degradation von CDK12/13 erst nach 24 h auf. Die Gesamtproteinmenge von Pol Il und vor
allem die Phosphorylierung von (S2)- Poll 1l war allerdings bereits nach 3 h Behandlung mit
BSJ-4-116 reduziert. Nach 24 h Behandlung wurde die Phosphorylierung von (S2)- Pol Il sogar
wieder verstarkt detektiert. Um den Einfluss dieser Zeitabhéangigkeit auf den IL-1 Signalweg
zu untersuchen, wurden dessen Komponenten im Western Blot detektiert. Die IL-1 induzierte
Phosphorylierung der NF-kB Untereinheit p65 war deutlich reduziert, wenn die Zellen fir 24 h
mit BSJ-4-116 behandelt wurden und CDK12/13 degradiert war. Auch die basale
Phosphorylierung von p65 war nach 24 h Behandlung im Vergleich zu DMSO behandelten
Zellen verringert. Des Weiteren zeigte die Analyse, dass die Gesamtproteinmenge von p65
lediglich nach 24 h Behandlung reduziert war. Dies war sowohl in nicht stimulierten als auch
in Zellen, welche fir 1 h mit IL-1 stimuliert wurden, der Fall. Wurden die Zellen hingegen fir
3 h oder fir 6 h mit BSJ-4-116 behandelt, blieb die Gesamtproteinmenge von p65 und auch
dessen Phosphorylierung unverandert. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die IL-1
induzierte Phosphorylierung von IKKa/f und die Gesamtproteinmenge von IKKB in einem
geringeren Ausmald detektiert wurden, wenn die HCT116 Zellen fir 24 h mit BSJ-4-116
behandelt wurden. Nach 3 h und 6 h Inkubationszeit mit dem PROTAC trat hingegen keine
Reduktion auf. Diese Effekte waren somit an die Degradation von CDK12/13 gekoppelt,
welche ebenfalls erst nach 24 h auftrat. Im Gegensatz zeigte die Analyse, dass die IL-1
vermittelte Phosphorylierung von IkBa zu jedem Zeitpunkt reduziert war. Bereits 3 h
Behandlung geniigten, um eine Reduktion der IkBa-Phosphorylierung zur Folge zu haben.
Zusatzlich war die Gesamtproteinmenge von IkBa zu jedem Zeitpunkt verringert. Auch nach
der IL-1 Stimulation und der damit verbundenen Degradation von IkBa, war die Proteinmenge
im Vergleich zu DMSO behandelten und stimulierten Zellen reduziert. Des Weiteren wurde die
durch IL-1 induzierte Synthese von A20 bereits nach 3 h BSJ-4-116 im Vergleich zur DMSO
Kontrolle supprimiert. Diese Effekte waren somit unabhéngig von der Degradation von
CDK12/13.
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Die Auswertung der RT-gPCR (Abb. 4.38 C) deutete zudem darauf hin, dass die IL-1
vermittelte Expression von IL8, CXCL2, NFKBIA und CCL20 bereits verringert war, wenn die
Zellen fur 3 h mit BSJ-4-116 behandelt wurden. Nach 24 h der Behandlung nahmen die mRNA
Mengen im Vergleich zur 3 h und 6 h Behandlung weiter ab. Demnach zeigten die Ergebnisse,
dass diese supprimierenden Effekte auf die IL-1 induzierte Genexpression teilweise
unabhangig von der CDK12/13 Degradation waren. Zusammenfassend zeigten die Daten,
dass der PROTAC nicht nur sehr effektiv CDK12 (und CDK13) degradierte, sondern auch

multiple, unspezifische off target Effekte vor allem im IL-1-NF-kB System ausloste.
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Abb. 4.38 Zeitabh&ngige Effekte des PROTACs BSJ-4-116 auf den IL-1 Signalweg in HCT116 Zellen.
HCT116 Zellen wurden flr 3 h, 6 h oder 24 h mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt. Weitere Zellen wurden mit 0.05 %
des Losungsmittels DMSO behandelt. Zuséatzlich wurde ein Teil der Zellen fur 1 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet. (A) Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot
eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse. Die Proteinmenge wurde auf die fir 3 h mit DMSO
behandelte, unstimulierte Probe normalisiert. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software
durchgefiihrt. (C) Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR. Es wurden Tagman-Sonden verwendet. Zur
Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen
ActB und die unstimulierte und fur 3 h mit DMSO behandelte Probe. Es sind jeweils die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei (Western Blot) bzw. zwei (RT-gPCR) unabhé&ngigen, biologischen Replikaten
dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefiihrt
(* p £0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001).
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4.3 Das Auxin-induzierte Degron System zur spezifischen Degradation von CDK12

Um nicht nur die Effekte der transienten Inhibition der enzymatischen Aktivitat, sondern auch
die Rolle der Proteindoménen von CDK12 zu untersuchen und angesichts der off target Effekte
des PROTACs BSJ-4-116, wurde im Folgenden ein genetisches Modell als loss-of-function
Ansatz etabliert. Hierzu wurde das Auxin-induzierte Degron System gewahlt. Dieses erlaubte
eine spezifische und schnelle Degradation von CDK12. Dieses System basiert auf einem
durch Auxin gesteuerten Degradationsweg, der spezifisch in Pflanzen vorkommt. Das
Phytohormon  Auxin induziert dabei den proteasomalen Abbau bestimmter
Transkriptionsrepressoren (Aux/IAA Proteine), welche eine destabilisierende Domane (ein
Degron) in der zweiten Proteindoméne besitzen (Ramos et al., 2011). Das F-Box Protein TIR1
dient dabei als Auxin-Rezeptor (Dharmasiri et al., 2005a). Es bildet einen Komplex mit dem
SCF-E3 Ligase Komplex. Bei Anwesenheit von Auxin bindet dieses direkt an TIR1 und sorgt
somit fur die Interaktion zwischen der E3-Ubiqutin-Ligase und dem Auxin-induzierten Degron
(AID). Dies resultiert in der Ubiquitinierung des Transkriptionsrepressors und somit in dessen

proteasomalen Abbau (Dharmasiri et al., 2005b; Dharmasiri and Estelle, 2004).

Eukaryotische Zellen besitzen den SCF-Degradationsweg und damit den SCF-E3 Ligase
Komplex ebenfalls. Um den beschriebenen Degradationsweg auch in humanen Zellen
anwenden zu kdnnen, ist eine Integration des Auxin-Rezeptors TIR1 in das Genom notwendig.
Des Weiteren muss dem Zielprotein (in diesem Fall CDK12) ein Degron angefuigt werden. Wird
daraufhin Auxin zu den Zellen gegeben, erkennt TIR1 das Degron und der proteasomale
Abbau des Zielproteins wird eingeleitet (Natsume et al., 2016). Die Funktionsweise des Auxin-

induzierten Degron Systems ist in Abb. 4.39 dargestellt.
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SCFOsTIR1

mini Auxin-induziertes Degron: destabilisierende Doméne

Abb. 4.39 Funktionsweise des Auxin-induzierten Degron Systems.

HCT116 Zellen exprimieren den Auxin-Rezeptor OSTIR1 (aus Oryza sativa stammend) unter Kontrolle eines tet-on
Promotors. Zusétzlich ist CDK12 mit dem mini-Auxin-induzierten Degron (mAID) fusioniert. In Anwesenheit von
Auxin, erkennt OsTIR1 das Degron von CDK12. Dies fuhrt zur Ubiquitinierung von CDK12 durch den SCF E3
Ubiquitin Ligase. Durch die Ubiquitinierung wird die schnelle Degradation durch das Proteasom eingeleitet
(basierend auf Natsume et al., 2016).
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4.3.1 Etablierung des Auxin-induzierten Degron Systems

Die Etablierung des Auxin-induzierten Degron Systems fir eine transiente und schnelle
Degradation von CDK12, basierte auf den Arbeiten von Natsume et al., 2016 (Natsume et al.,
2016). Der Auxin-Rezeptor OsTIR1, welcher aus Oryza sativa stammt, wurde unter
Verwendung von CRISPR/Cas9 in den safe harbor Lokus AAVS1 des Genoms von HCT116
Zellen integriert. Die Zellen exprimieren OsTIR1 unter der Kontrolle eines tet-on Promotors.
Die Zugabe von Doxycylin leitet dabei die Genexpression von OsTIR1 ein. Doxycylin ist ein
synthetisches Antibiotikum aus der Klasse der Tetracycline. Es dient als Effektormolekl fur
tet-on Systeme. Doxycylin bindet an einen Transaktivator (das tet-on 3G Protein), welcher
daraufhin eine Konformationsanderung erfahrt. Diese ermdglicht die Bindung an das
tetracycline response element (TRE) im Promotor (Zhou et al., 2006). Dies fuhrt wiederum zur
Aktivierung der Transkription bzw. der Genexpression (Abb. 4.40). Die HCT116 tet-OsTIR1

Zellen wurden von der Arbeitsgruppe Schmitz (JLU) bezogen.

Doxycyclin
v " 4
3G —
— TRE OsTIR1 [—

Abb. 4.40 HCT116 Zellen exprimieren OsTIR1 unter Kontrolle eines tet-on Systems.

Doxycyclin bindet bei dessen Anwesenheit an das tet-on 3G Protein. Dieses durchlauft daraufhin eine
Konformationsanderung, welche die Bindung an das tetracycline response element (TRE) erméglicht. Dadurch wird
die Genexpression von OsTIR1 eingeleitet.

Des Weiteren war es notwendig, CDK12 mit einem mini-Auxin-induzierten Degron (mAID) zu
fusionieren. Zu diesem Zweck wurde eine CRISPR/Cas9-basierte AlD-tagging Methode
angewandt (Natsume et al., 2016). Die Endonuklease Cas9 ist der enzymatische Teil des
CRISPR/Cas9 Systems. Sie induziert einen durch eine single guide RNA (sgRNA) geleiteten
Doppelstrangbruch. In diesem Fall sollte das Degron an den N-Terminus von CDK12 fusioniert
werden, sodass sgRNAs gewahlt wurden, welche in der Nahe des Stopp-Codons lagen. Um
den gezielten Doppelstrangbruch herbeizufiihren, wurden die sgRNAs in einen Vektor kloniert,
welcher fur die Endonuklease Cas9 codiert. Es wurden dabei zwei verschiedene sgRNAs
verwendet, welche den Bereich um das Stopp-Codon von CDK12 flankierten (Abb. 4.42). Der
Cas9-codierende Vektor pX330 wurde Uber Bpil gedffnet und die vorher hybridisierten sgRNAs
wurden in den Vektor ligiert (Abb. 4.41). Die Sanger-Sequenzierung zeigte, dass die sgRNAs
erfolgreich in den pX330-Vektor kloniert wurden (Abb. 4.41 B).

124



Ergebnisse

A Bpil

— Cas9

sgRNA as
l Hybridisierung 1 Linearisierung

sgRNA
pX330
\ Ligation l

B pX330_sgRNA_CDK12_Stop

200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350
TP FOUE T ST T #OUUE T HOUTE TR +0 [T ST U FOTIT TUTL TN [T SOUUT T U U SOT T woUE FUTR FOTIT TR OUIT TS SoRT T |

T TG ARG TATTTCGATTTCTTGECTT TATATATCTTGTGGARAGGACGAAACAC CCCTGAAGTCTCTGGGTTAGTAGTT| TAGAGCTAGARATAGCAAGTTARAATAAGGCTAGTCCETTATC AACTTGARARAGTGGEACCGAGTCGGTGCTTTTTTGY

Frecenr: 0 greoter o g eatiote

bl

GAMASTATTTCEATTTCTTG0CTI TATATATCTTOTS:

Abb. 4.41 Klonierung der sgRNAs in den Cas9-codierenden Vektor pX330.
(A) sgRNAs wurden nach deren Hybridisierung in den tber Bpil linearisierten pX330 Vektor ligiert. (B) Die Sanger-
Sequenzierung zeigt den erfolgreichen Einbau der sgRNA in den Vektor.

Der durch Cas9-induzierte Doppelstrangbruch wird von der Zelle Uber homologe
Rekombination repariert. Um die Degron-Doméne in das Genom einzufuhren, wurden
Donorvektoren bendtigt, welche als Vorlage fir die DNA-Reparatur dienten. Die
Donorvektoren bestanden zum einen aus Homologiearmen, welche den Bereich 175 bp
upstream und 175bp downstream des Stopp-Codons von CDK12 abdeckten. Uber
Basenpaarung der Homologiearme mit dem endogenen Lokus sollte der jeweilige Donorvektor
zu dem Cas9-induzierten Doppelstrangbruch geleitet werden. Der pUC57-Kan Vektor mit den
Homologiearmen wurden von Biocat bezogen (pUC57-Kan CDK12-HAs) (Abb. 4.42). Die
beiden Homologiearme waren dabei Uiber eine BamHI-Schnittstelle verbunden. Die Vektoren,
welche die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten besalien, wurden von Addgene bezogen. Es
wurden zwei unterschiedliche Resistenzkassetten (Hygromycin oder Geneticin/Neomycin)
verwendet, um spater den bi-allelen Einbau in das Genom garantieren zu kénnen. Mittels
enzymatischer Restriktion durch BamHI wurden die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten aus
den Addgene-Vektoren ausgeschnitten. Uber eine Agarose-Gelelektrophorese wurden die
Inserts vom restlichen Vektor getrennt. Das Agarose-Gel wurde mittels Methylenblau

angefarbt und die jeweiligen mAID-(mClover)-Resistenzkassetten ausgeschnitten.

125



Ergebnisse

AnschlieBend wurde die DNA aufgereinigt (Abb. 4.43). Schlussendlich wurden die
aufgereinigten mAID-(mClover)-Resistenzkassetten in den Gber BamHI geoffneten pUC57-
Kan CDK12-HAs Vektor ligiert (Abb. 4.44). Somit befand sich die mAID-(mClover)-
Resistenzkassetten zwischen den beiden Homologiearmen.
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s | s L L | s

TTCACT ACTCAGTCTTCTGCTT
| s N y s L

y ' s | N s N L s L
+ t t t t t t t t t + t + t t t t t
CACCAGCCCGTT GGACTTCCGACTCCCTTCGTCGTTAAGACACCATGTACGTCTCTGGTTTAACGTTT CCCTCGACCCCGGTCCTT CCCGGTCGTCGAGTCCTCGTCT

t t t t t
GTGACCCCCCC! TGAGTCAGARGACGAR

[ HAL
=ani DSEY pamz DSB2

ATGGARAACTCTATI TACAAGAGT rrjl;/- A  TTECTTACGT 'TTCAGTGTCCTGI AAGATTCCTTTCCTATCCATCCTTCCATCCAGTTCTCTG AATCTTTAATGAAATCATTTGCCAGAGT
+ t t t + + + + + t + + + t t t t t + t + t t t t t

TACCTTT TTCTCAGEGTGETTCTCCCCCTTCTCCCTCTCET TCTGAAGTCACAGGACTTICT. ARGAGACTTAGARATTACTTTAGTARACGETCTCG

Stopp
WAL ]

GAGGTARTCATCTGCATITGECTACTECARAGCTGTCCETTGTATICCTIGCTCACTTGCTACTAGCAGGCGACT TACGARATARTGATGTT CCAGTTCCCCCTEEATGEECTATAGCCAGAACATT TACTTCARCTCTACCTTAGTAGATACAAG
+ t + t t t t + + t t t t t + + t + t t t t + t + t t t t t
CTCCATTAGTAGACGTARACCGATGACGTTTCGACAGGCAAC GATGATCGTCCGCTGAATGCTTTATT TACAR GGEEEACCTACCCGATATCGETCTT TGAAGTTGAGATGGRATCATCTATGTTC

Abb. 4.42 Schematische Darstellung des Insertionsbereichs fiir die Komponenten des Degron Systems am
endogenen CDK12 Lokus.

Dargestellt ist der Bereich des Stopp-Codons (rot) im letzten Exon des CDK12 Lokus. Die zwei verschiedenen
sgRNAs, welche den Bereich um das Stopp-Codon flankieren, sind in grau dargestellt. Diese sgRNAs dienen der
Rekrutierung von Cas9. Die Homologie-Arme (griin) decken den Bereich 175 bp upstream und 175 bp downstream
des Stopp-Codons (rot) von CDK12 ab.

mAID-mClover Neo mAID-mClover Hygro
] |

mAID Neo mAID Hygro
J |

3000 bp

Abb. 4.43 Ausschneiden der mAID-(mClover-)Resistenzkassetten (Hygromycin oder Geneticin/Neomycin)
aus den entsprechenden Addgene-Donorvektoren.

Mittels enzymatischer Restriktion durch BamHI wurden die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten (Hygromycin oder
Geneticin/Neomycin) aus den entsprechenden Addgene-Donorvektoren ausgeschnitten. Je Addgene-Vektor
wurden sechs Reaktionsansatze erstellt. Mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung von Vektor
und Insert. Nach Methylenblau-Farbung des Gels wurden die entsprechenden Banden ausgeschnitten (gestrichelte
Linie). Aufgrund der nahezu identischen Grof3e von Insert und Vektor fur die mAID-Hygro-Kassette, wurden hier
beide Banden ausgeschnitten. Insert-GréRen: mAID-mClover-Neo = 3243 bp, mAID-mClover-Hygro = 3511 bp,
mAID-Neo = 2519 bp, mAID-Hygro = 2788 bp; Neo: Geneticin/Neomycin, Hygro: Hygromycin.
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Abb. 4.44 Klonierung der mAID-(mClover)-Resistenzkassetten (Hygromycin oder Geneticin/Neomycin) in
den pUC5-Kan-CDK12-HAs Vektor.

Der pUC57-Kan CDK12-HAs Vektor wurde zwischen den beiden Homologiearmen tber BamHI linearisiert. Mittels
enzymatischer Restriktion durch BamHI wurden die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten (Hygromycin oder
Geneticin/Neomycin) aus den entsprechenden Addgene-Donorvektoren ausgeschnitten. Nach Auftrennung der
Inserts vom restlichen Vektor wurden die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten aufgereinigt und in den linearisierten
pUC5-Kan-CDK12-HAs Vektor ligiert.

Zur Uberprifung der erfolgreichen Klonierung wurden die Vektoren bakteriell amplifiziert.
AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA aus einzelnen gewachsenen Bakterienklonen isoliert
und aufgereinigt. Um den erfolgreichen Einbau der mAID-(mClover)-Resistenzkassetten in
den pUC57-Kan CDK12-HAs Vektor tUberprifen zu kdnnen, wurden die Vektoren erneut Uber
BamHI enzymatisch geschnitten. Im Anschluss wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt (Abb. 4.45). Die Plasmid-DNA der Klone, welche Insert und Vektor mit den
erwarteten Gro3en zeigten, wurden zudem sequenziert (Abb. 4.45). Aufgrund der &hnlichen
GroRRe von Insert und Vektor wurden fiir pUuC57-Kan CDK12-HAs_mAID-Hygro zufallig einige
Klone gewahilt.

Insgesamt wurden sechs verschiedene Vektoren erzeugt, die fir die Etablierung des Auxin-
induzierten Degron Systems benétigt wurden (Abb. 4.46). Zum einen wurden zwei
verschiedene Vektoren erzeugt, welche sowohl eine sgRNA besalien als auch fir die
Endonuklease Cas9 codierten. Dieser Vektor wurde benétigt um einen Cas9-induzierten
Doppelstrangbruch in Nahe des Stopp-Codons herbeizufiihren. Als DNA-Reparatur-Vorlage
wurden zudem Donorvektoren benétigt. Uber die Homologiearme wird der Vektor zu dem von
Cas9 eingefuhrten Doppelstrangbruch geleitet. Die Vektoren, welche die mAID-(mClover)-
Resistenzkassetten besitzen, werden daraufhin von der homologen Rekombination der Zellen
als Vorlage fir die Reparatur verwendet. Dadurch wird das Degron und eine
Antibiotikaresistenz hinter dem letzten Codon von CDK12 in das Genom integriert. Es wurden

zwei verschiedene Antibiotikaresistenzen (Hygromycin oder Geneticin/Neomycin) verwendet,
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um auf eine bi-allele Integration screenen zu konnen. Aul3erdem wurden Vektoren generiert
die lediglich fur mAID codierten, aber auch Vektoren, die zusatzlich fur das Fluoreszenzprotein
mClover codierten. Somit wurden insgesamt sechs Vektoren erfolgreich kloniert.

A mAID-mClover Neo | mAID-mClover Hygro mAID Neo mAID Hygro
* * * * * * * * * *
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Abb. 4.45 Uberpriifung des erfolgreichen Einbaus der mAID-(mClover)-Resistenzkassetten (Hygromycin
oder Geneticin/Neomycin) in den pUC57-Kan CDK12-HAs Vektor.

Nach erfolgter Klonierung wurde die Plasmid-DNA bakteriell amplifiziert. AnschlieRend wurde die Plasmid-DNA
einzelner Bakterienklone isoliert und aufgereinigt. (A) Der aufgereinigte Vektor wurde erneut Uber enzymatische
Restriktion durch BamHI verdaut. Dabei sollte gezeigt werden, ob sich die mAID-(mClover)-Resistenzkassetten
ausschneiden lassen. Die Auftrennung der Produkte erfolgte tUber Agarose-Gelelektrophorese. Insert-GréRRen:
mAID-mClover-Neo = 3242 bp, mAID-mClover-Hygro = 3511 bp, mAID-Neo = 2519 bp, mAID-Hygro = 2788 bp,
Vektoren mit HAs: 2895 bp. (B). Die Plasmid-DNA der Klone, welche Inserts und Vektoren mit den erwarteten
Grol3en zeigten (*), wurden zudem unter Verwendung des Primers M13-24F sequenziert. Aufgrund der &hnlichen
GrolRe von Insert und Vektor wurden fur pUC57-Kann CDK12-HAs_mAID-Hygro zuféllig einige Klone gewahilt.
Gezeigt ist Sequenz von der Primer-Bindestelle bis zum linken Homologiearm (HA-L). Des Weiteren ist die Sequenz
zu Beginn der mAID-(mClover)-Kassette gezeigt. Die Sequenzierergebnisse wurden Giber DNAStar visualisiert.
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Abb. 4.46 Bendtigte Vektoren fur die Etablierung eines Auxin-induzierten Degron Systems.

Es wurden zwei Vektoren generiert, welche sowohl eine sgRNA besitzen als auch fir die Endonuklease Cas9
codieren. Diese Vektoren werden bendtigt, um den sgRNA-gerichteten Doppelstrangbruch in Nahe des Stopp-
Codons herbeizufiihren. Des Weiteren wurden Donorvektoren erzeugt. Diese bestehen aus zwei Homologiearmen,
welche den Bereich 175 bp upstream und 175 bp downstream des Stopp-Codons von CDK12 abdeckten. Uber
Basenpaarung der Homologiearme mit dem endogenen Lokus sollte der Donorvektor zu dem Cas9-inudzierten
Doppelstrangbruch geleitet werden. Zwischen die Homologiearme wurden die verschiedenen mAID-(mClover)-
Resistenzkassetten eingefiihrt. Dabei wurden Vektoren erzeugt, welche lediglich fir mAID codierten, aber auch
Vektoren, welche zusétzlich fiur das Fluoreszenzprotein mClover codierten. Zudem wurden zwei verschiedene
Antibiotikaresistenzen verwendet, um die bi-allele Integration in das Genom versichern zu kénnen.

Im Anschluss an die Klonierung der bendétigten Vektoren, wurden die HCT116 tet-OsTIR1
Zellen unter Verwendung von linear PEI mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Dabei
wurden die Zellen mit einem der beiden erzeugten pX330 Vektoren, welche die sgRNA
enthielten, transfiziert (pX330_sgRNA1 CDK12 oder pX330_sgRNA2_CDK12). Gleichzeitig
wurden die Zellen mit zwei Donorvektoren transfiziert. Ein Vektor trug dabei die Hygromycin-
Resistenz wahrend der andere Vektor eine Neomycin-Resistenz besal3. Entweder wurden die
beiden Vektoren verwendet, welche lediglich fir mAID codierten oder die Vektoren, welche
zusatzlich  fur mClover codierten (pUC57-Kan_CDK12_mAID Neo & pUC57-
Kan_CDK12 mAID Hygro oder pUC57-Kan_CDK12 mAID-mClover Neo & pUC57-
Kan_CDK12_mAID-mClover Hygro). Weitere Zellen wurden zur Kontrolle mit dem pX330
Leervektor und den entsprechenden Donorvektoren transfiziert. Einen Tag nach der
Transfektion wurden die Zellen passagiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium der
Zellen gewechselt. Dem Kulturmedium wurden nun 700 pg/ml Geneticin Sulfate G418 und
100 pg/ml Hygromycin B Gold zugesetzt. Das Selektionsmedium wurde alle 2 — 3 Tage
gewechselt. Die Zellen wurden fir insgesamt vier Wochen dauerselektiert. Die Leervektor-

Kontrollen waren zu diesem Zeitpunkt vollstandig abgestorben.

Um monoklonale Zellen zu erhalten, wurden 100 selektierte Zellen in 100 mm
Zellkulturschalen ausgesat. Nach 10 Tagen waren die Kolonien mit bloRem Auge an der
Schalenunterseite erkennbar, so dass die Monoklone gepickt werden konnten. Die Zellen
wurden dabei in 96-Well Platten gepickt. Nach einigen Tagen wurde die 96-Well Platte
dupliziert. Die Zellen einer Platte wurden eingefroren, wahrend die Zellen der zweiten Platte
zur Genotypisierung der einzelnen Monoklone verwendet wurde (Yesbolatova et al., 2019).
Nach erfolgter Genotypisierung der einzelnen Klone Uber Standard-PCR und Agarose-
Gelelektrophorese, wurden die Monoklone, welche einen erfolgreichen Einbau der
mAID-(mClover)-Resistenzkassette zeigten, aufgetaut und expandiert. Anschliel3end erfolgten

weitere Charaktersierungen.
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Einige hochgezogene Monoklone wurden geerntet und die DNA der Zellen wurde isoliert.
AnschlieRend wurde unter Verwendung der GoTag-PCR mit anschlielender Agarose-
Gelelektrophorese die Integration der jeweiligen Kassetten nachgewiesen (Abb. 4.47). Der
Bereich vom endogenen CDK12 bis zur Sequenz, welche fur das mAID oder fur das
fluoreszierende Protein mClover codiert, wurde erfolgreich amplifiziert. Des Weiteren wurden
die Amplifikate von den Sequenzbereichen der jeweiligen Resistenzkassetten bis zum
endogenen CDK12 generiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.47 beispielhaft flr einige der
Monoklone dargestellt. Durch die erfolgreiche Amplifizierung beider Resistenzkassetten
konnte sichergestellt werden, dass die mAID-mClover-Resistenzkassette an beiden Allelen
der HCT116 tet-OsTIR1 Zellen in das Genom integriert wurden.
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HCT116tet-OsTIR1TWT + +
CDK12-mAID-mClover + pX330 sg2 Klon 46 50 52 54 46 50 52 54
H:0 Kontrolle + +

Abb. 4.47 Genotypisierung der HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover Monoklone zur Uberpriifung der
erfolgreichen Etablierung des Degron Systems.

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #46, #50, #52 und #54 wurden nach erfolgter Expansion geerntet.
Zusétzlich wurden HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen geerntet. Die DNA aller Zellen wurde isoliert. Fir die GoTag-
PCR wurde ein sense Primer, welcher am endogenen CDK12 bindet, in Kombination mit antisense Primern, welche
die mAID- oder die mClover codierende Sequenz binden, verwendet (oben). Weiterhin wurden sense Primer
eingesetzt, welche die jeweilige Resistenzkassette (Hygromycin oder Neomycin) binden. Diese Primer wurden
kombiniert mit einem antisense Primer, der das endogene CDK12 bindet (unten). Die entsprechenden Amplifikate
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese visualisiert.

Des Weiteren wurde der Bereich vom endogenen CDK12 bis zur Sequenz, welche fir das
mAID codiert (CDK12_se / mAID_as), und der Bereich von der Sequenz, die fir die Neomycin-
Resistenz codiert, bis zum endogenen CDK12 (Neo_se / CDK12_as), erneut Uber GoTag-
PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt und zur Sequenzierung gesendet. Die
Sequenzierung zeigte erneut den erfolgreichen Einbau der mAID-mClover-Resistenzkassette
in den CDK12 Lokus (Abb. 4.48).
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Abb. 4.48 Sequenzierung der genomischen DNA der HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover Monoklone
zur Uberprufung der erfolgreichen Etablierung des Degron Systems.

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #46, #50, #52 und #54 wurden nach erfolgter Expansion geerntet und
die genomische DNA der Zellen wurde isoliert. Uber die GoTag-PCR wurde der Bereich vom endogenen CDK12
bis zur Sequenz, welche fur mAID codiert amplifiziert. Des Weiteren wurde das Amplifikat von dem Sequenzbereich,
der fir die Neomycin-Resistenz codiert, bis zum endogenen CDK12 generiert. Die PCR-Produkte wurden
anschlielend aufgereinigt und zur Sequenzierung gesendet. Fur die Sequenzierung wurde zum einen der
antisense Primer verwendet, welcher die mAID-Sequenz bindet, zum anderen wurde der sense Primer verwendet,
welcher die Neomycin-Kassette bindet. Die Sequenzierergebnisse wurden Giber DNAStar visualisiert.

Neben der Genotypisierung der Monoklone und der damit verbundenen Uberpriifung, ob die
entsprechenden mAID-(mClover)-Resistenzkassetten erfolgreich in den CDK12 Lokus
integriert wurden, sollte auch die Funktionalitdt des etablierten Degron-Systems getestet
werden. Dafir wurden HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen und verschiedene HCT116 tet-OsTIR1
CDK12-mAID-(mClover) Monoklone fur 24 h mit Doxycylin und Auxin behandelt. Doxycylin
sollte dabei die Expression des Auxin-Rezeptors OsTIR1 induzieren. Auxin wiederum sollte
die Degradation der mAID-fusionierten CDK12 einleiten. Weitere Zellen blieben unbehandelt.
Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden zur
Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. Die Western Blot Analyse (Abb. 4.49) zeigte,
dass die Doxycyclin-Behandlung die OsTIR1-Expression in allen Zelllinien induzierte. In den
HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen hatte die Auxin-Behandlung keinen Einfluss auf die
Gesamtproteinmenge von CDK12. In allen getesteten Monoklonen nahm die CDK12-

Gesamtproteinmenge hingegen durch die Behandlung der Zellen mit Doxycylin und Auxin ab.
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In Monoklonen, in denen CDK12 lediglich mit mAID fusioniert wurde, war die endogene
Gesamtproteinmenge von CDK12 verringert. Auch die induzierte Expression von OsTIR1 war
in diesen Zellen im Vergleich zu den HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen oder Monoklonen, welche
ebenfalls mClover exprimierten, verringert. Der CDK12-Abbau war in diesen Monoklonen
weniger deutlich zu erkennen. Aus diesem Grund wurden fir weitere Experimente Monoklone
verwendet, in denen CDK12 sowohl mit mAID als auch mit dem fluoreszierenden Protein

mClover fusioniert wurde. Die Detektion von (3-Actin diente der Kontrolle der gleichmafigen

Gelbeladung.
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Abb. 4.49 Charakterisierung verschiedener HCT116-tet-OsTIR1 CDK12-mAID-(mClover) Monoklone auf
erfolgreiche Degradation von CDK12 nach Auxin-Behandlung.

HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen und verschiedene HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-(mClover) Monoklone wurden
fur 24 h mit Doxycylin [1 pg/ml] und Auxin [100 um] behandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt. Die Zellen
wurden anschlieBend geerntet und lysiert. Die Gesamtzelllysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot
eingesetzt. Es wurde ein biologisches Replikat durchgefuhrt.

Da CDK12 in einigen Monoklonen nicht nur mit dem mAID, sondern auch mit dem
Fluoreszenzprotein mClover fusioniert wurde, konnte die Auxin-induzierte Degradation von
CDK12 auch mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Daflr wurden HCT116
tet-OsTIR1IWT Zellen und HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 fiir 24 h mit 1 pg/mi
Doxycyclin und 250 pM Auxin behandelt. Weitere Zellen wurden mit Doxycylin und Ethanol
behandelt, welches als Losungsmittelkontrolle des Auxins diente. Zusatzlich blieben Zellen
unbehandelt. Die Zellen wurden anschlieZend mit HBSS gewaschen und in Paraformaldehyd
fixiert. Fur die Mikroskopie wurden die Zellen in Mounting Medium eingebettet. Die Zellen
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen. Die Mikroskopieaufnahmen zeigten in
den HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen nur eine geringe griine Hintergrundfluoreszenz (Abb.
4.50). Auch die Behandlungen der Zellen hatte keinen Einfluss auf die auftretende
Fluoreszenz. In HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 wiesen hingegen alle
unbehandelten Zellen eine starke griine Fluoreszenz auf. Die Detektion von CDK12-mAID-
mClover erfolgte dabei Uberwiegend im Zellkern. Zudem war eine spezifische Lokalisation in

nuklearen speckles erkennbar. Durch die Behandlung der Zellen mit Doxycylin und Ethanol
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war die Fluoreszenz leicht verringert. Wurden die Zellen simultan mit Doxycylin und Auxin
behandelt, war nur noch eine geringe griine Fluoreszenz zu beobachten. Die Fluoreszenz war
vergleichbar mit der Hintergrundfluoreszenz der HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen. Die
Degradation von CDK12 konnte somit auch in der Mikroskopie nachgewiesen werden. Das
Auxin-induzierte Degron System wurde somit erfolgreich etabliert.

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12 WT HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52

mClover merge mClover

Doxycyclin/
EtOH (24 h) §

Doxycyclin/
Auxin (24 h) #

Abb. 4.50 Nachweis der Auxin-induzierten Degradation von CDK12 iiber die Fluoreszenz von mClover.
HCT116 tet-OsTIR1 WT und HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 wurden fir 24 h mit Doxycylin
[1 pg/ml] und Auxin [100 pm] behandelt. Weitere Zellen wurden mit Doxycylin [1 pg/ml] und Ethanol [0.1 %]
behandelt. Zusétzlich blieben Zellen unbehandelt. Nach 24 h wurden die Zellen gewaschen und mit
Paraformaldehyd fixiert. Nach erneutem Waschen mit HBSS wurden die Zellen in Mounting Medium eingebettet.
Am darauffolgenden Tag erfolgte die Fluoreszenzmikroskopie (VergréRerung: 40x). Es wurde ein biologisches
Replikat von Dr. Johanna Meier-Sélch durchgefiihrt.

Da die Fluoreszenzmikroskopie darauf hindeutete, dass die Doxycylin-Behandlung des
Degron-Monoklons einen Effekt auf die Gesamtproteinmenge von CDK12 hatte, wurde die
Auswirkung von Doxycylin auf die IL-1 induzierte Genexpression untersucht. Dafur wurden
HCT116 tet-OsTIR1 WT und HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 fur 24 h mit
Doxycylin behandelt. Als Kontrolle blieben weitere Zellen unbehandelt. Zusatzlich wurden die
Zellen fur 3 h mit IL-1 stimuliert oder blieben unstimuliert. Die Zellen wurden geerntet und die
RNA wurde isoliert. Nach erfolgter reverser Transkription wurde die Genexpression einiger
IL-1 Zielgene mittels qPCR bestimmt. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Doxycylin die
IL-1 induzierte Expression von IL8 und CXCL2 in beiden Zelllinien verstarkte (Abb. 4.51). Um
den Einfluss der Auxin-induzierten CDK12 Degradation auf den IL-1 Signalweg und die IL-1
vermittelte Genexpression untersuchen zu kénnen, wurden in nachfolgenden Experimenten
alle Zellen als Kontrolle mit Doxycylin behandelt, auch wenn diese nicht mit Auxin behandelt

wurden.
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Abb. 4.51 Doxycylin steigert die basale und induzierte Expression von IL-1 Zielgenen.

HCT116 tet-OsTIR1 Zellen und HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 wurden fir 24 h mit Doxycylin
[1 ug/ml] behandelt. Weitere Zellen blieben unbehandelt. Zusétzlich wurden die Zellen fir 3 h mit IL-1a [10 ng/ml]
stimuliert oder blieben unstimuliert. Anschlie@end wurden die Zellen geerntet und die RNA wurde isoliert.
Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR wurden durchgefiihrt. Es wurden Tagman-Sonden verwendet. Zur
Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen
ActB und die unbehandelten HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen. Es sind jeweils die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse
wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefuhrt (* p < 0.05; ** p < 0.01)

4.3.2 Einfluss der spezifischen CDK12 Degradation und der simultanen Depletion von
CDK12/13 auf den IL-1 Signalweg

Ziel der folgenden Arbeiten war es, den Einfluss der spezifischen Degradation von CDK12 auf
den IL-1 Signalweg und die IL-1 vermittelte Genexpression zu untersuchen. Da CDK12 eine
wichtige Rolle in zentralen Prozessen der Genexpression und dadurch auch bei der DNA-
Reparatur spielt und ein permanenter Verlust zum Zelltod fuhrt, wurde das etablierte Degron-
System verwendet, welches eine schnelle, transiente und reversible Degradation erlaubt (Choi
et al., 2020; Lui et al., 2018; Natsume et al., 2016). Des Weiteren sollte untersucht werden, ob
der Verlust von CDK12 eventuell durch die homologe Kinase CDK13 kompensiert wird. Dazu
sollten CDK12 und CDK13 simultan depletiert werden. Das Auxin-induzierte Degron System
erlaubt eine Kombination mit weiteren genetischen Anwendungen. Uber small interfering
RNAs (siRNAs) sollte daher ein knockdown von CDK13 simultan zur Auxin-induzierten
Degradation von CDK12 herbeigefuhrt werden. Die sogenannte RNA-Interferenz (RNAI) dient
der Abschaltung von Zielgenen mittels sequenz-spezifischer siRNAs. Dabei wird die zur sSiRNA
komplementare mRNA des Zielgens gespalten und degradiert. Das Gen wird somit
posttranskriptionell stummgeschaltet. Fir den RNAi-vermittelten knockdown von CDK13
wurden vorerst vier verschiedene siRNAs getestet, welche von Qiagen bezogen wurden.
HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen wurden mittels HiPerfect mit insgesamt 20 nM siRNA
transfiziert. Dabei wurde entweder eine der siRNAs (siCDK13_1, siCDK13 2, siCDK13 3 oder
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siCDK13_4) verwendet oder es wurde ein Pool aus allen vier siRNAs, welche gegen CDK13
gerichtet waren, gebildet. Weiterhin wurden Zellen als Transfektionskontrolle mit 20 nM siLuci
transfiziert. Hierbei handelt es sich um eine siRNA, welche gegen die Luciferase-mRNA
gerichtet ist. Diese wird in humanen Zellen nicht exprimiert. Weitere Zellen wurden lediglich
mit den Transfektionsreagenzien ohne siRNA inkubiert. Nach der Transfektion wurden die
Zellen entweder fir 6 h oder fur 24 h kultiviert. Daraufhin erfolgte ein Mediumwechsel. Das
Transfektionsmedium wurde entfernt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen erneut in Tetracyclin-freiem Vollmedium gehalten. Insgesamt
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der Zellen wurde lysiert und
die entsprechenden Lysate wurden zur Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. Aus

weiteren Zellen wurde die RNA fir eine anschlieiende RT-qPCRs isoliert.

Die Western Blot Analyse (Abb. 4.52 A) zeigte, dass die Inkubation der Zellen mit dem
Transfektionsmedium fur 6 h keinen Einfluss auf die CDK13 Gesamtproteinmenge hatte.
Wurde der Mediumwechsel erst 24 h nach der Transfektion durchgefuhrt, war die CDK13
Gesamtproteinmenge reduziert, wenn die Zellen mit siCDK13_1, siCDK13_2 oder siCDK13_4
transfiziert wurden. Die Transfektion mit den genannten siRNAs hatte zudem keinen Einfluss
auf die Gesamtproteinmenge von CDK12 im Vergleich zu untransfizierten Zellen oder Zellen,
welche mit siLuci transfiziert wurden. Die Transfektion mit siCDK13_3 hatte wiederum keinen
Einfluss auf die Proteinmengen von CDK13 und CDK12. Wurden die Zellen mit einem siRNA-
Pool aus allen vier siRNAs gerichtet gegen CDK13 (insgesamt 20 nM) transfiziert, war die
Gesamtproteinmenge von CDK13 ebenfalls stark reduziert. Jedoch trat auch eine
Reduzierung der CDK12-Menge ein. Die Detektion von Actinin diente dem Nachweis der

gleichméaRigen Gelbeladung.

Die Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR (Abb. 4.52 B) zeigte, dass die Transfektion der
Zellen mit siLuci keinen Einfluss auf die mRNA Mengen von CDK13 und CDK12 hatte. Wurden
die HCT116 tet-OsTIR1 Zellen mit siCDK13 1, siCDK13_2 oder siCDK13_4 transfiziert und
wurde das Transfektionsmedium nach 6 h entfernt, war die mMRNA Menge von CDK13 um ca.
40 % reduziert. Wurde das Medium wiederum erst nach 24 h gewechselt, konnte eine
Reduzierung der mRNA Menge von CDK13 um 53-62 % beobachtet werden. Auf die mRNA
Menge von CDK12 hatten die siRNAs nur einen geringen Einfluss. Wurden die Zellen mit der
Kombination aus allen vier siRNAs, welche gegen CDK13 gerichtet waren, transfiziert, war die
MRNA Menge von CDK13 ebenfalls stark reduziert, wenn das Medium nach 24 h gewechselt
wurde. Allerdings war auch die mRNA Menge von CDK12 verringert. Fur weiterfuhrende
Versuche wurde eine Kombination aus siCDK13 1 und siCDK13 2 verwendet. Der

Mediumwechsel erfolgte stets nach 24 h.
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Abb. 4.52 Etablierung des siRNA-vermittelten knockdowns von CDK13.

HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen wurden mittels HiPerfect mit siCDK13_1 [20 nM] oder siCDK13_2 [20 nM] oder
siCDK13_3 [20 nM] oder siCDK13_4 [20 nM] transfiziert. Weiteren Zellen wurden mit einem Pool aus siCDK13_1,
siCDK13_2, siCDK13_3 und siCDK13_4 [insgesamt 20 nM] transfiziert. Zusétzlich wurden Zellen mit siLuci [20 nM]
transfiziert oder wurden lediglich mit den Transfektionsreagenzien inkubiert. Das Transfektionsmedium wurde
entweder 6 h oder 24 h nach der Transfektion durch Vollmedium ersetzt. Insgesamt 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet. (A) Zellen wurden lysiert und Gesamtzelllysate zur Proteindetektion im Western Blot
eingesetzt. (B) Die RNA der Zellen wurde isoliert. Genexpressionsanalysen mittels RT-qPCR wurden durchgefiihrt.
Es wurden SYBR-Green Assays verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die
Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen ActB und die unbehandelten HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen. Es
wurde ein biologisches Replikat durchgefuhrt.

Um den Einfluss der Auxin-induzierten CDK12 Degradation, des siRNA-vermittelten
knockdowns von CDK13 und der simultanen Depletion von CDK12 und CDK13 auf den IL-1
Signalweg zu untersuchen, wurden HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 mit einer
Kombination aus siCDK13 1 und siCDK13 2 transfiziert. Weitere Zellen wurden als
Transfektionskontrolle mit  siLuci transfiziert oder wurden lediglich mit den
Transfektionsreagenzien inkubiert. Nach 24 h wurde das Transfektionsmedium entfernt und
durch Tetracyclin-freies Vollimedium ersetzt. Alle Zellen wurden daraufhin fir 24 h mit
Doxycylin behandelt, um die Expression von OsTIR1 zu induzieren. Des Weiteren wurde ein
Teil der Zellen fur 24 h mit Auxin behandelt. Weitere Zellen wurden zur Losungsmittelkontrolle
mit Ethanol behandelt. Zusatzlich wurden die Monoklone fir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1
stimuliert oder blieben unstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der
Zellen wurde lysiert und die Lysate wurden zur Detektion von Proteinen im Western Blot
eingesetzt. Zudem wurde aus dem anderen Teil der Zellen die RNA isoliert. AnschlieRend

wurden Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR durchgefuhrt.

Die Western Blot Analyse (Abb. 4.53) zeigte, dass die Transfektion der Zellen mit siCDK13 zu
einer reduzierten Gesamtproteinmenge von CDK13 fihrte. Auch die Gesamtproteinmenge

von CDK12 war in Folge der Transfektion verringert. Allerdings kdnnte dies auf technische
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Probleme beim Blotten zuriickzufihren sein, da die Detektion grof3er Proteine generell
herausfordernd ist und wahrend der Arbeit hierbei immer wieder Probleme auftauchten.
Wurden die Zellen mit Auxin behandelt, wurde CDK12 vollstandig degradiert. Auf die
Proteinmenge von CDK13 hatte die Auxin-Behandlung keinen Einfluss. Sowohl der alleinige
knockdown von CDK12 als auch die simultanen Depletion der beiden Kinasen, hatte keinen
Einfluss auf die Phosphorylierung von (S2)-Pol Il oder die Gesamtproteinmenge von Pol Il. Die
alleinige Depletion von CDK13 fihrte zu einer verringerten Phosphorylierung von Pol Il und
auch die Gesamtproteinmenge war reduziert. Wurde CDK12 durch die Auxin-Behandlung der
Zellen degradiert, war die IL-1 induzierte Phosphorylierung von p65 im Vergleich zu Ethanol
behandelten Zellen, welche mit siLuci transfiziert wurden, minimal verringert. Auch der
knockdown von CDK13 mittels RNA-Interferenz sorgte fur eine Reduktion der IL-1 vermittelten
p65-Phosphorylierung. Wurden wiederum die beiden Kinasen CDK12/13 parallel depletiert, so
wurde der beschriebene Effekt verstarkt. Die Phosphorylierung von p65 war zu jedem
Zeitpunkt der Stimulation im Vergleich zu Zellen, welche mit siLuci transfiziert und mit Ethanol
behandelt wurden, reduziert. Allerdings handelte es sich hierbei nur um sehr schwache
Effekte, welche nicht signifikant waren. Die Gesamtproteinmenge von p65 wurde ebenfalls
lediglich schwach und nicht signifikant beeinflusst. Des Weiteren war die IL-1 induzierte
Phosphorylierung von IkBao leicht reduziert, wenn die Proteinmenge einer der beiden CDKs
reduziert wurde. Die gemeinsame Depletion sorgte dabei nicht fiir eine Verstarkung des
Effekts. Auch hier konnten keine signifikanten Effekte dargestellt werden. Die
Gesamtproteinmenge von IkBa wurde ebenfalls nicht beeinflusst. Auch auf den IL-1
induzierten proteasomalen Abbau oder die Re-Synthese von IkBa hatte der CDK12/13
knockdown keinen Einfluss. Die Analyse zeigte zudem, dass die IL-1 vermittelte
Phosphorylierung von IKKB durch die Auxin-induzierte Degradation von CDK12 nicht
beeinflusst wurde. Wurden die Zellen hingegen mit siRNAs, welche gegen CDK13 gerichtet
waren, transfiziert, war die IL-1 induzierte Phosphorylierung von IKKB zu jedem Zeitpunkt im
Vergleich zu Zellen, welche mit siLuci transfiziert wurden, verringert. Wurden CDK12 und
CDK13 simultan depletiert, wurde dieser Effekt verstarkt. Auch hierbei handelte es sich
insgesamt um schwache Effekte, welche keine Signifikanz aufwiesen. Der CDK knockdown
hatte keinen Einfluss auf die Gesamtproteinmenge von IKKB. Auch auf die IL-1 induzierte
Synthese von A20 hatte die Auxin-Behandlung und die Transfektion der Zellen mit siCDK13
keinen Effekt. In allen Proben konnte OsTIR1 detektiert werden, da alle Zellen zuvor mit
Doxycylin behandelt worden waren. Wurden die Zellen allerdings sowohl mit siCDK13
transfiziert als auch mit Auxin behandelt, so wurde die Expression von OsTIR1 verstarkt. Die
Detektion der Proteine B-Actin und Actinin diente dem Nachweis der gleichméaRigen
Gelbeladung. Fur die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 4.53 B) wurden die Intensitéaten

der Chemilumineszenz bestimmt.
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Abb. 4.53 Moderater Einfluss der spezifischen CDK12 Degradation und der simultanen Depletion von
CDK12/13 auf den IL-1 Signalweg.

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 wurden mittels HiPerfect mit einer Kombination aus siCDK13_1
und siCDK13_2 [20 nM] transfiziert. Weitere Zellen wurden als Transfektionskontrolle mit siLuci [20 nM] transfiziert.
Nach 24 h wurde das Transfektionsmedium durch Vollmedium ersetzt. Alle Zellen wurden fir 24 h mit Doxycylin
[1 pg/ml] behandelt. Weiterhin wurden Zellen mit Auxin [250 pM] oder als Lésungsmittelkontrolle mit EtOH [0.01 %]
behandelt. Zusétzlich wurden die Zellen fiir 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert oder Zellen blieben
unstimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und lysiert. (A) Die Gesamtzelllysate wurden zur
Proteindetektion im Western Blot eingesetzt. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse. Die Chemilumineszenz-
Intensitaten wurden auf die Probe normalisiert, welche mit siLuci transfiziert und mit EtOH behandelt wurde. Die
Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab Software durchgefiihrt. Es sind jeweils die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von drei unabhéngigen, biologischen Replikaten dargestellt. Fur die Signifikanzanalyse
wurde ein ungepaarter, parametrischer und zweiseitiger T-Test durchgefihrt

Die Genexpressionsanalysen (Abb. 4.54) deuteten darauf hin, dass die Transfektion der
HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 mit siLuci keinen Einfluss auf die IL-1
induzierte Genexpression im Vergleich zu Zellen, welche lediglich mit den
Transfektionsreagenzien inkubiert wurden, hatte. Zudem zeigte die Analyse, dass die Auxin-
Behandlung der Zellen und die damit verbundene Degradation von CDK12 keinen Einfluss auf
die IL-1 vermittelte Genexpression von IL8, CXCL2, NFKBIA oder ICAM1 hatte. Auch die
Transfektion der Zellen mit siRNAs, welche spezifisch gegen CDK13 gerichtet waren,
beeinflusste die Expression der getesteten IL-1 Zielgene nicht. Wurden CDK12 und CDK13
wiederum simultan depletiert, war die IL-1 induzierte Expression von NFKBIA nach 1 h und
nach 3 h IL-1 Stimulation im Vergleich zu untransfizierten Zellen, welche mit Ethanol behandelt
wurden, signifikant verringert. Auch die mMRNA Menge von IL8 und CXCL2 war nach 1 h IL-1
Stimulation reduziert, wenn die Zellen simultan mit siCDK13 transfiziert und mit Auxin
behandelt wurden. Es handelte sich hierbei allerdings nicht um signifikante Effekte. Die IL-1
induzierte Expression von ICAM1 wurde zu keinem Zeitpunkt durch die zeitgleiche Depletion
von CDK12 und CDK13 beeinflusst. Des Weiteren zeigten die Ergebnisse, dass die Auxin-
Behandlung der Zellen, welche mit siCDK13 transfiziert wurden, zu einer verstarkten
Reduzierung der mRNA Menge von CDK13 fihrte. Auch die Expression von CDK12 war

verringert, wenn die Zellen mit siCDK13 transfiziert und mit Auxin behandelt wurden.
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Insgesamt wurde gezeigt, dass der knockdown von CDK12 und CDK13 keinen grof3en
Einfluss auf den IL-1 Signalweg und die IL-1 vermittelte Genexpression hatte. Die simultane
Depletion von CDK12/13 verstarkte auftretende Effekte, welche aber Uberwiegend nicht
signifikant waren. Diese genetischen loss-off-function Anséatze zeigten im Gegensatz zu den
Kinasehemmstoffen und dem PROTAC, dass der IL-1-induzierbare Genexpressionsweg,
zumindest in Bezug auf die hier erfassten Parameter, offenbar weitgehend unabhé&ngig von
zwei der wichtigsten transkriptionellen CDKs reguliert werden kann. Eine Frage, die sich
daraus ergibt ist, ob der spezifische Verlust von CDK12/13 durch weitere transkriptionelle
CDKs kompensiert wird, oder ob die IL-1 Zielgene besondere Eigenschaften aufweisen (z.B.
nur wenige Exons / Introns und ,kurze* Genkassetten, regulierbare mRNA Stabilitaten), welche

eine relative ,Resistenz” gegen eine Perturbation von CDK12/13 ermdglichen.
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Abb. 4.54 Moderater Einfluss der spezifischen CDK12 Degradation und der simultanen Depletion von
CDK12/13 auf die IL-1 vermittelte Genexpression.

HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-mClover #52 wurden mittels HiPerfect mit einer Kombination aus siCDK13 1
und siCDK13_2 [20 nM] transfiziert. Weitere Zellen wurden als Transfektionskontrolle mit siLuci [20 nM] transfiziert
wahrend weitere Zellen lediglich mit den Transfektionsreagenzien inkubiert wurden. Nach 24 h wurde das
Transfektionsmedium durch Vollmedium ersetzt. Alle Zellen wurden fur 24 h mit Doxycylin [1 pg/ml] behandelt.
Weiterhin wurden Zellen mit Auxin [250 pM] oder als Ldsungsmittelkontrolle mit EtOH [0.01 %] behandelt.
Zusatzlich wurden die Zellen fur 0.5 h, 1 h oder 3 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert oder blieben unstimuliert. Die RNA
der Zellen wurde isoliert. Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR wurden durchgefuhrt. Es wurden Tagman-
Sonden (IL8, CXCL2, ICAM1, NFKBIA, ActB) oder SYBR-Green Assays (CDK12, CDK13, ActB) verwendet. Zur
Auswertung der Daten wurde die AACt-Methode angewandt. Die Normalisierung erfolgte auf das Haushaltsgen
ActB und die untransfizierten, mit EtOH behandelten Zellen. Es sind die Mittelwerte (+Standardabweichung) von
drei biologischen Replikaten dargestellt. Fir die Signifikanzanalyse wurde ein ungepaarter, parametrischer und
zweiseitiger T-Test durchgefihrt (* p < 0.05).
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4.4 |dentifizierung des naszierenden Sekretoms mittels L-HPG Markierung und KLICK
Chemie

Neben der Charakterisierung der Funktion von CDKs im IL-1-NF-kB System war ein zweites
Ziel dieser Arbeit, eine Methode zu entwickeln, welche es erlaubte, das Sekretom bzw. die
Proteine im Zellkulturiberstand unvoreingenommen zu analysieren. Verwendet wurde hierfur
eine  Methode, welche auf der metabolischen Markierung der Zellen mit
L-Homopropargylglycin (L-HPG) und der sogenannten KLICK Chemie basierte. Dies wurde

mit hochauflosender Massenspektrometrie kombiniert.

Bei L-HPG handelt es sich um ein Aminosaure-Analogon, welches eine Alkin-Gruppe besitzt.
Unter Verwendung von Methionin-freiem Medium wird L-HPG wahrend der Translation
anstelle von Methionin in die naszierenden Proteine eingebaut. Somit werden neu-gebildete
Proteine mit L-HPG und dessen Alkin-Gruppe markiert. Aufgrund der Alkin-Gruppe kann
L-HPG Uber eine sogenannte KLICK Reaktion mit einem Biosensor konjugiert werden, welcher
eine Azid-Gruppe enthdlt. In dieser Arbeit wurde hierfir das Biotin-Azid verwendet. Bei der
KLICK Reaktion handelt es sich um eine Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition. Nach
Durchfiihrung dieser KLICK Reaktion sind somit alle neu-synthetisierten Proteine an Biotin
gekoppelt. Uber Streptavidin konnen die Biotin-markierten Proteine aufgereinigt und im
Western Blot oder in der Massenspektrometrie analysiert werden (Abb. 4.55). Vorteil des
L-HPGs ist es, dass weiterhin vollstandige und funktionsfahige Proteine gebildet werden. Das
Alkin-gekoppelte Puromycinanalogon O-Propargylpuromycin (OPP) erlaubt zwar ebenfalls
eine sehr effektive metabolische Markierung von neu-synthetisierten Polypetiden, sorgt aber
durch einen sofortigen Abbruch der Translation fiir eine unvollstandige Synthese der meisten
Proteine (Abb. 8.9). Dies hat einen starken Einfluss auf die Zellviabilitat (Abb. 8.10). Erste
Uberlegungen lieRen darauf schlieBen, dass die friihzeitige Termination die Sekretion der
Proteine verhindern kénnte, weshalb fur die Analyse des Sekretoms L-HPG anstelle des OPPs

gewahlt wurde.
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Abb. 4.55 Prinzip der metabolischen Markierung mittels L-HPG gefolgt von KLICK Chemie und LC-MS/MS
zur Analyse naszierender Proteome.

Epithelzellen werden fur die Zeit der Markierung in Methionin-freiem Medium kultiviert. L-Homopropargylglycin
(L-HPG) wird dem Medium beigesetzt. Es handelt sich hierbei um ein Methionin-Analogon, welches anstelle von
L-Methionin in neu-synthetisierte Proteine eingebaut wird. Aufgrund der Alkin-Gruppe des L-HPGs kann dieses
Uber eine sogenannte KLICK Reaktion mit Biotin-Azid konjugiert werden. Es handelt sich hierbei um eine durch
Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition. Naszierende Proteine werden somit mit Biotin versehen. Dies
erlaubt die Aufreinigung Uber einen Streptavidin-Beads und die Analyse mittels Immunoblots oder
Massenspektrometrie (LC-MS/MS).

4.4.1 Etablierung der L-HPG Markierung und Aufreinigung von naszierenden Proteinen aus
Zellextrakten
Die Etablierung der L-HPG Markierung von neu-synthetisierten Proteinen gefolgt von KLICK

Chemie und LC-MS/MS basierte auf den Arbeiten von Forester et al., 2018 (Forester et al.,
2018). In einem vorlaufigen Experiment wurde der Fokus vorerst auf die intrazellularen und
neu-synthetisierten Proteine gelegt, um die Funktionalitat der L-HPG-Markierung auszutesten.
HCT116 Zellen wurden dreimal mit warmem DPBS gewaschen, um restliches Methionin von
den Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen in Methionin-freiem Medium
kultiviert. Einige Zellen wurden fir 3 h mit Cycloheximid behandelt. Hierbei handelt es sich um
ein Antibiotikum, welches die Translation hemmt (Schneider-Poetsch et al., 2010). Diese
Bedingung diente als wichtige Negativkontrolle. Weitere Zellen wurden fir 3 h mit IL-1
stimuliert oder unbehandelt gelassen. Die Zellen wurden fur die letzten 2 h der Behandlungen
zusatzlich mit L-HPG behandelt, um einen Einbau in die neu-synthetisierten Proteine zu
ermdglichen. Als weitere Kontrolle wurden zusatzlich Zellen weiterhin in Vollmedium kultiviert
und ganzlich unbehandelt belassen. Nach der Ernte und Lyse der Zellen erfolgte mittels
Streptavidin-Beads ein sogenanntes PreClearing, um endogen biotinylierte Proteine aus den
Lysaten zu entfernen. AnschlieRend wurde die KLICK Reaktion durchgefihrt, um HPG-
markierte Proteine Uber eine Cycloaddition an Biotin zu koppeln. Nach einer Aceton-Fallung
und der Aufreinigung mittels Entsalzungs-Saulen, welche der Umpufferung und zur Entfernung
der KLICK Reagenzien diente, wurde der Streptavidin-Pulldown durchgefihrt, um biotinylierte
Proteine anzureichern und aufzureinigen. Im Anschluss wurde die Funktionalitét der Methode
im Western Blot Uberprift, wobei die Signale von Proben vor der KLICK Reaktion und nach

der KLICK Reaktion miteinander verglichen wurden. Zusatzlich wurden die Proben nach
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Durchfiihrung des Pulldowns untersucht. Um eine Aussage Uber neu-synthetisierte und
biotinylierte Proteine treffen zu konnen, wurde der Western Blot mittels Streptavidin-
Horseradish-Peroxidase (HRP) hybridisiert. Streptavidin bindet spezifisch an Biotin und somit
an alle neu-synthetisierten Proteine, welche Uber die KLICK Reaktion an Biotin gekoppelt
wurden. Uber die Chemilumineszenz konnen die biotinylierten Proteine visualisiert werden.
Die Ergebnisse der Western Blot Analyse (Abb. 4.56) zeigten, dass in den Zelllysaten per se
keine biotinylierten Proteine Uber Streptavidin-HRP detektierbar waren. Zwei weitere
Negativkontrollen demonstrierten die Spezifitat dieses Ansatzes: (i) Nach Durchfiihrung der
KLICK Reaktion wurden in der Probe, welche nicht mit L-HPG behandelt wurde, keine neu-
synthetisierten Proteine detektiert. (i) Nach vorheriger Hemmung der Translation mittels
Cycloheximid und L-HPG Markierung, wurden ebenfalls keine neu-gebildeten Peptide
detektiert. Wurden die Zellen allerdings nur mit L-HPG markiert, waren multiple naszierende
Proteinbanden mittels Streptavidin-HRP detektierbar. Dabei konnten Proteine mit jeglicher
Grole zwischen 10 kDa und 200 kDa visualisiert werden. Die Gesamtproteinmenge von IxBa
und Actin unterschied sich zwischen den verschiedenen Proben und den Lysaten und KLICK
Lysaten nicht. In den KLICK Lysaten waren die nicht-biotinylierten Proteine weiterhin
enthalten. Erst durch die Durchfiihrung des Pulldowns mittels Streptavidin-Beads wurden die
neu-synthetisierten Peptide aufgereinigt und nicht-biotinylierte Proteine entfernt (Abb. 4.56).
Wie erwartet wurden nach Durchfihrung des Pulldowns in den Proben, welche nicht mit
L-HPG behandelt wurden oder vorab mit Cycloheximid behandelt wurden, keine neu-
gebildeten Proteine detektiert. Dies traf auch fir IkBa zu, welches nach der IL-1 vermittelten
schnellen Degradation innerhalb von 1-3 h neu synthetisiert wird, um das
Ausgangsproteinlevel wieder zu erreichen. Wurden die Zellen mit L-HPG markiert, konnten
neu-synthetisierte Proteine Uber Streptavidin-HRP detektiert werden, inklusive des IL-1
abhangig neu gebildeten Anteils von IkBa, welches Uber einen spezifischen IkBa-Antikdrper
detektiert wurde. Wurden die Zellen zusatzlich mit IL-1 stimuliert, war die Menge an neu-
synthetisierten IkBa. erhoht. Die Ergebnisse zeigten somit, dass die Markierung und
Aufreinigung von neu-synthetisierten Proteinen mittels des Methionin-Analogons L-HPG in

Zelllysaten global und fur spezifische Proteine wie IkBa sehr gut funktionierte.
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Abb. 4.56 Metabolische Markierung von neu-synthetisierten Proteinen in HCT116 Zellen mittels
L-Homopropargylglycin (L-HPG).

HCT116 Zellen wurden in Methionin-freiem Medium kultviert. Einige Zellen wurden fir insgesamt 3 h mit
Cycloheximid [10 pg/ml] behandelt. Andere Zellen wurden fiir 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Zusétzlich wurden
die Zellen fur 2 h mit L-HPG behandelt. Weitere Zellen wurden weiterhin in Vollmedium kultiviert und blieben
ganzlich unbehandelt. Die Zellen wurden geerntet und lysiert. Es wurde ein PreClearing durchgefiihrt. AnschlieRend
wurden L-HPG markierte Proteine mittels KLICK Reaktion biotinyliert. Nach einer Aceton-Fallung und
verschiedenen Aufreinigungsschritten wurde ein Pulldown mittels Streptavidin-Beads durchgefuhrt, um biotinylierte
Proteine aufzureinigen. Die Proben der einzelnen Zwischenschritte wurden mittels Western Blot analysiert. Die
biotinylierte Fraktion wurde Uber Streptavidin-HRP visualisiert.

4.4.2 Etablierung der L-HPG Markierung und Aufreinigung von naszierenden Proteinen aus
Zellkulturiberstanden zur Analyse des naszierenden Sekretoms
Da die Markierung von neu-synthetisierten Proteinen mittels L-HPG und KLICK Chemie in den

Lysaten der Zellen erfolgreich war, wurde untersucht, ob auch die Detektion von neu-
synthetisierten und sekretierten Proteinen moglich war. Hierfir wurde die KLICK Reaktion mit
den Zellkulturiberstanden der Zellen durchgefiihrt. Bei Sekretom-Analysen ist haufig das
Serum im Zellkulturmedium ein limitierender Faktor, welcher die Detektion von Proteinen
beeintrachtigt oder sogar komplett maskiert. Aus diesem Grund wurden die Zellen griindlich
mit PBS gewaschen und schlief3lich in Methionin-freiem Medium kultiviert, welches 1 % FBS
enthielt. Parallel zum vorangegangen Experiment der Lysate wurden die Zellen fir 3 h mit
Cycloheximid oder IL-1 vorbehandelt. In den letzten 2 h der Behandlungen wurden die neu-
synthetisierten Proteine mit L-HPG markiert. Nach der Ernte wurde 1ml des
Zellkulturiberstands fir das PreClearing eingesetzt. Des Weiteren wurde eine reine
Mediumkontrolle, welche 1 % FBS enthielt, mitgeflihrt. Nach dem PreClearing wurde die
KLICK Reaktion wie gewohnt durchgefuhrt. Die Proteine wurden anschlieRend gefallt,
aufgereinigt und mittels Western Blot analysiert. Die Analyse (Abb. 4.57 A) zeigte, dass in
jeder Probe Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 55-70 kDa mittels Streptavidin-HRP
detektiert wurden. Auch in Proben, welche nicht mit L-HPG behandelt wurden, traten diese
Signale auf. Sogar in der Medium-Kontrolle, welche nicht in Kontakt mit Zellen war, wurden

diese Peptide visualisiert. Die Coomassie Farbung des Blots zeigte zudem eine gleichmaRige
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Proteinverteilung fur alle Proben. Auch hierbei fielen vor allem Proteine bei 70 kDa auf. Dies
lie3 vermuten, dass die 1 % FBS bzw. das darin enthaltene Serumalbumin (66 kDa) die KLICK
Reaktion storen kénnte oder dass die Menge an Albumin die anderen Proteine Uberdeckte.
Das Experiment wurde erneut mit 0 % FBS im Medium durchgefuhrt. Zudem wurden direkt
5 ml des Zellkulturiiberstands eingesetzt. Der Uberstand wurde dabei zunéchst tber eine
Aceton-Fallung préazipitiert. Nach dem PreClearing wurde die KLICK Reaktion durchgefihrt.
SchlieB3lich wurden die Proben aufgereinigt und im Western Blot analysiert. Die Western Blot
Analyse (Abb. 4.57 B) zeigte allerdings, dass keine Proteine mehr detektierbar waren. Auch in

der Coomassie Farbung konnten keine Proteine angeféarbt werden.
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Abb. 4.57 Etablierung der L-HPG Markierung und KLICK Chemie fir Zellkulturiberstéande zur Analyse des
naszierenden Sekretoms.

(A) HCT116 Zellen wurden in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS kultviert. Einige Zellen wurden fir insgesamt
3 h mit Cycloheximid [10 pg/ml] behandelt. Andere Zellen wurden fiir 3 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert. Zuséatzlich
wurden die Zellen fur 2 h mit L-HPG behandelt. Weitere Zellen wurden weiterhin in Vollmedium (mit 1 % FBS)
kultiviert und blieben géanzlich unbehandelt. Die Zellkulturiiberstande wurden geerntet. 1 ml des Uberstands wurde
fur das PreClearing eingesetzt. Zusétzlich wurde eine Mediumkontrolle (1 % FBS) mitgefiihrt. AnschlieRend wurden
L-HPG markierte Proteine mittels KLICK Reaktion biotinyliert. Nach einer Aceton-Fallung und verschiedenen
Aufreinigungsschritten wurden die Proben im Western Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion wurde Uber
Streptavidin-HRP visualisiert. (B) HCT116 Zellen wurden in Methionin-freiem Medium ohne FBS kultviert. Einige
Zellen wurden fir insgesamt 3 h mit Cycloheximid [10 pg/ml] behandelt. Andere Zellen wurden fur 3 h mit IL-1
[10 ng/ml] stimuliert. Zuséatzlich wurden die Zellen fur 2 h mit L-HPG behandelt. Weitere Zellen wurden weiterhin in
Vollmedium (ohne FBS) kultiviert und blieben ganzlich unbehandelt. Die Zellkulturtiberstdande wurden geerntet. 5 ml
des Uberstands wurden (iber eine Aceton-Fallung prézipitiert. Das Pellet wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert.
Ein PreClearing wurde durchgefiihrt. Anschlielfend wurden L-HPG markierte Proteine mittels KLICK Reaktion
biotinyliert. Nach einer Aceton-Fallung und verschiedenen Aufreinigungsschritten wurden die Proben im Western
Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion wurde tiber Streptavidin-HRP visualisiert.
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Da im Western Blot keine (neu-synthetisierten) Proteine aus den Zellkulturiiberstanden
detektierbar waren, sollte Gberpruft werden, ob Aceton fur die Fallung der Proteine aus dem
Zellkulturiberstand geeignet war. HCT116 Zellen wurden fir 3 h mit IL-1 stimuliert oder
blieben unstimuliert. Die Zellkulturiberstande und die Zellen wurden geerntet. Die Zellen
wurden lysiert und 25 pg der Lysate als Kontrolle im Western Blot eingesetzt. Zusatzlich
wurden 5 ml der Zellkulturiiberstande mittels Aceton prazipitiert. Das Pellet wurde direkt in
SDS-Ladepuffer resuspendiert. Die Coomassie-Farbung des Western Blots (Abb. 4.58 A)
zeigte, dass Proteine aus den Zellkulturiberstanden gefallt wurden. Im Vergleich zu 25 ug
Lysaten war die Menge an Proteinen allerdings gering. Da diese Ergebnisse darauf
hindeuteten, dass die Fallung prinzipiell funktionierte, sollte getestet werden, welcher Schritt
des Protokolls zu dem sichtbaren Verlust an Proteinen fuhrte. Daher wurden HCT116 Zellen
fur 5 h in Methionin-freiem Medium ohne FBS kultiviert. Wahrend dieser 5 h wurden die Zellen
mit L-HPG metabolisch markiert. Anschlie3end wurden die Zellkulturiiberstande geerntet und
vollstandig (10 ml) mittels Aceton gefallt. Das Protokoll wurde schlieZlich in seine einzelnen
Schritte zerlegt und nach jedem Schritt (Fallung, PreClearing, KLICK Reaktion, Aufreinigung)
wurde eine der Proben fir die Western Blot Analyse vorbereitet. Die Vorgehensweise des
Experiments ist in Abb. 4.58 gezeigt. Die Coomassie-Farbung des Western Blots (Abb. 4.58
C) zeigte, dass Proteine aus den Zellkulturiberstéanden prazipitiert werden konnten (Probe 1).
Wurde allerdings das PreClearing durchgeftuihrt (Probe 2 und 3), war die Proteinmenge stark
verringert. Die Aufreinigung Uber die Entsalzungs-S&aulen fihrte wiederum zu einem
vollsténdigen Verlust der tbrigen Proteine (Probe 4). Die Detektion von biotinylierten Proteinen
mittels Streptavidin-HRP zeigte, dass nach Durchfihrung der KLICK Reaktion neu-
synthetisierte Proteine detektierbar waren (Probe 3). Wurden die Proben allerdings Uber die
Saulen aufgereinigt, konnten keine biotinylierten Proteine detektiert werden. Dies lie3 darauf
schliel3en, dass die Aufreinigung Uber die Entsalzungs-Séaulen zu einem Verlust der Proteine
gefuhrt hatte. Bereits das PreClearing sorgte fir einen hohen Verlust an Proteinen, jedoch
waren danach noch neu-gebildete und sekretierte Proteine detektierbar. Fir weitere
Experimente wurde der Entsalzungsschritt daher weggelassen. Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass die Detektion von neu-synthetisierten Proteinen auch in Zellkulturtiberstanden

mdglich war. Diese Methode erlaubte die Analyse des naszierenden Sekretoms.
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Abb. 4.58 Austestung der Einzelschritte des Protokolls zur L-HPG Markierung mit nachfolgender KLICK
Reaktion fur die Analyse von Zellkulturiberstéanden.

(A) HCT116 Zellen wurden fir 3 h mit IL-1 stimuliert oder blieben unstimuliert. Die Zellen wurden geerntet und
lysiert. 25 pg der Lysate wurden im Western Blot eingesetzt. Der Zellkulturiiberstand wurde ebenfalls geerntet und
mittels Aceton prazipitiert. Das Pellet wurde in SDS-Ladepuffer resuspendiert und vollstandig fiir die Western Blot
Analyse eingesetzt. Der Blot wurde zur Proteinvisualisierung mittels Coomassie Blue gefarbt. (B und C) HCT116
wurden fir 5 h in Methionin-freiem Medium ohne FBS kultiviert. Wahrend dieser 5 h wurden die Zellen mit L-HPG
[25 uM] behandelt. Die Zellkulturiiberstande wurden geerntet und vollstandig gefallt. Probe 1 wurde daraufhin direkt
in SDS-Ladepuffer resuspendiert. Die weiteren Pellets wurden in Lysepuffer resuspendiert und ein PreClearing mit
Streptavidin-Beads wurde durchgefiihrt. Probe 2 wurde daraufhin direkt mittels Aceton prazipitiert. Fur die weiteren
Proben wurde eine KLICK Reaktion durchgefihrt. AnschlieRend wurden auch die Proteine dieser Proben mittels
Aceton prazipitiert. Nach der Prazipitation wurden die Pellets in Methanol gewaschen und getrocknet. Probe 2
und 3 wurden in SDS-Ladepuffer resuspendiert. Probe 4 wurde in 1 % SDS in PBS resuspendiert und eine
Entsalzung uber spezielle Desalting-Saulen wurde durchgefuhrt. Anschliefend wurde auch diese Probe fir
Western Blot Analysen vorbereitet. Die biotinylierte Fraktion wurde tber Streptavidin-HRP visualisiert. Der Blot
wurde zur Proteinvisualisierung mittels Coomassie Blue gefarbt.

Um das Protokoll zu optimieren, wurde der Einfluss des PreClearings auf die Proteinausbeute
und die Detektion von neu-synthetisierten Proteinen detaillierter untersucht. HCT116 Zellen
wurden fur 5h in Methionin-freiem Medium ohne FBS kultiviert und zeitgleich fir 5 h
metabolisch mittels L-HPG markiert. Weitere Zellen wurden in Vollmedium ohne FBS kultiviert.
Die Zellkulturiberstande wurden geerntet und fur die KLICK Reaktion eingesetzt. Dabei
wurden prézipitierte Proteine einiger Proben einem PreClearing uber Streptavidin-Beads

unterzogen, um naturlich biotinylierte Proteine zu entfernen. Bei den Ubrigen Proben wurde
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das PreClearing hingegen ausgelassen. Nach der KLICK Reaktion wurden einige Proben
direkt fir den Western Blot vorbereitet, wahrend die biotinylierten Proteine weiterer Proben
Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt wurden. Anschliel3end wurden alle Proben im Western
Blot analysiert. Die Coomassie Farbung des Western Blots (Abb. 4.59 A) zeigte erneut, dass
das PreClearing die Gesamtproteinausbeute verringerte. Das PreClearing fihrte zu einem
Verlust einiger Proteine. Des Weiteren zeigte die Farbung, dass durch das PreClearing das
restliche Serumalbumin (66 kDa), welches vermutlich noch an den Zellen haftete, entfernt
wurde. Wurde die Aufreinigung der biotinylierten Proteine (Pulldown) Uber Streptavidin-Beads
vorgenommen, war die Gesamtproteinausbeute ebenfalls leicht verringert, wenn das
PreClearing durchgefiihrt wurde. Die Detektion der biotinylierten Fraktion tber Streptavidin-
HRP deutete allerdings darauf hin, dass das PreClearing keinen Einfluss auf die
Gesamtmenge an biotinylierten Proteinen hatte. Daraus liel3 sich schlieen, dass das
PreClearing zu einem Verlust einiger Proteine fihrte. Allerdings handelte es sich bei den

verlorenen Proteinen Gberwiegend um Proteine, welche nicht durch L-HPG markiert wurden.

Da die Detektion von neu-synthetisierten Proteinen aus dem Zellkulturtiberstand nun etabliert
war, sollte untersucht werden, ob die Detektion der neu-gebildeten Proteine auch funktionierte,
wenn die Zellen mit 1 % Serum (FBS) kultiviert wurden. Dies wére ein wichtiger konzeptioneller
Vorteil, um den Hungerstress als Einflussgréf3e zu vermeiden. HCT116 Zellen wurden fur 6 h
in Methionin-freiem Medium, welches kein FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert. Zeitgleich
erfolgte die Markierung mit L-HPG. Einige Zellen wurden zuséatzlich fir 6 h mit IL-1 stimuliert.
Die Zellkulturiberstéande wurden geerntet und die KLICK Reaktion wurde durchgefihrt. Einige
Pellets wurden nach der KLICK Reaktion direkt fir die Western Blot Analyse vorbereitet.
Weitere Proteinpellets wurden fir den Streptavidin-Pulldown eingesetzt, um biotinylierte
Proteine aufzureinigen. AnschlieBend wurde die Proteinausbeute und die Menge an
biotinylierten Proteinen im Western Blot (Abb. 4.59 B) analysiert. Die Coomassie Farbung der
Membran zeigte, dass in 1 % FBS eine grofe Menge Serumalbumin (BSA) enthalten war,
welche zu einer Uberladung des SDS-Gels filhrte. Wurde allerdings der Streptavidin-Pulldown
durchgefuhrt, so konnte das BSA beinah vollstdndig entfernt werden. Die Detektion der
biotinylierten Proteine Uber Streptavidin-HRP zeigte zudem, dass das Serum die KLICK
Reaktion nicht beeinflusste. Es wurde eine vergleichbare Menge biotinylierter Proteine im
Vergleich zu Zellen, welche ohne FBS kultiviert wurden, detektiert. Wurden die Zellen zudem
mit IL-1 stimuliert, war die Menge an neu-synthetisierten Proteinen in den
Zellkulturiberstadnden erhoht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Markierung von neu-
synthetisierten Proteinen und die Konjugation an Biotin auch erfolgreich war, wenn die Zellen

in einer geringen Menge Serum kultiviert wurden.
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Abb. 4.59 Anpassungen des Protokolls zur Analyse des naszierenden Sekretoms in der Anwesenheit von
Serum.

(A) HCT116 Zellen wurden fiir 5 h in Methionin-freiem Medium / 0 % FBS kultiviert. Die Zellen wurden fiir 5 h mit
L-HPG [25 pM] metabolisch markiert. Weitere Zellen wurden weiterhin in Vollmedium / 0 % FBS kultiviert und
blieben unbehandelt. Die Zellkulturibersténde wurden geerntet und die Proteine mittels Aceton prazipitiert. Die
préazipitierten Proteine wurden einem PreClearing (Probe 1-3) unterzogen oder dieser Schritt wurde ausgelassen
(Probe 4-6). Die KLICK Reaktion wurde durchgefiihrt, um markierte Proteine zu biotinylieren. Einige Proben wurden
direkt fir die Western Blot Analyse vorbereitet (Probe 1-2 und Probe 4-5). Aus weiteren Proben wurden die
biotinylierten Proteine Uiber Streptavidin Beads aufgereinigt (Probe 3 und Probe 6). Die Proben wurden im Western
Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion wurde uber Streptavidin-HRP visualisiert. Die Farbung der Membran
erfolgte mittels Coomassie Blue. Serumalbumin (BSA) wurde rot markiert.

(B) HCT116 Zellen wurden fur 6 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ohne (0 %) FBS kultiviert. Die
Zellen wurden fur 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert gelassen. Zuséatzlich wurden Zellen fir 5.5 h
mit L-HPG [25 puM] metabolisch markiert. Weitere Zellen wurden weiterhin in Vollmedium mit 1 % FBS oder ohne
FBS kultiviert und blieben unbehandelt. Die Zellkulturiiberstdnde wurden geerntet und die Proteine mittels Aceton
préazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden einem PreClearing unterzogen und anschlieRend tber die KLICK
Reaktion biotinyliert. Einige Proben wurden direkt fur die Western Blot Analyse vorbereitet (Probe 1-2 und Probe
5-6). Aus weiteren Proben wurden die biotinylierten Proteine Uber Streptavidin Beads aufgereinigt (Probe 3-4 und
Probe 7-8). Die Proben wurden im Western Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion wurde iber Streptavidin-HRP
visualisiert. Die Farbung der Membran erfolgte mittels Coomassie Blue. Rote Markierung: Serumalbumin (BSA).

Neben den Western Blot Analysen, welche lediglich Aussagen Uber die Gesamtmenge an
biotinylierten Proteinen erlaubten, war es natirlich interessant die naszierenden Proteine aus
den Zellkulturiberstanden zu identifizieren. Daflr sollten die prazipitierten Proteine aus den
Uberstanden, welche mittels KLICK Reaktion an Biotin gekoppelt wurden,
massenspektrometrisch analysiert werden. In einem ersten Versuch sollte getestet werden,

ob sich die Proteine Uberhaupt massenspektrometrisch identifizieren lassen. Des Weiteren

wurden verschiedene Bedingungen ausgetestet, um ein finales Protokoll festlegen zu kénnen.
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HCT116 Zellen wurden fir 5 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % oder 1 % FBS
enthielt, kultiviert. Wahrend dieser 5 h wurden die Zellen mit L-HPG metabolisch markiert. Als
Kontrolle wurden Zellen, welche nicht mit L-HPG behandelt wurden, ebenfalls in Methionin-
freiem Medium kultiviert, welchem L-Methionin beigesetzt wurde. Die Zellkulturiiberstande
wurden geerntet. Mit zuvor prazipitierten Proteinen wurde entweder ein PreClearing
durchgefihrt oder dieser Schritt wurde weggelassen. Die KLICK Reaktion wurde wiederum mit
allen Proben durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die prazipitierten Proteine entweder direkt in
der Western Blot Analyse oder der Massenspektrometrie analysiert oder die biotinylierten
Proteine wurden vorerst Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt. AnschlieBend wurde die
Gesamtproteinausbeute und die Menge an biotinylierten Proteinen im Western Blot analysiert.
Die Coomassie Farbung (Abb. 4.60) zeigte erneut, dass das PreClearing zu einem Verlust
einiger Proteine fihrte, wenn die Zellen ohne FBS kultiviert wurden. Wurden die Zellen
hingegen mit 1 % FBS kultviert, so wurde die Gesamtproteinmenge durch das PreClearing
nicht sichtbar reduziert. Allerdings war hier das Serum erneut sehr prasent und lberlagerte
eventuell andere Proteine. Nach Durchfihrung des Streptavidin-Pulldown war die
Gesamtproteinmenge reduziert, da die nicht-biotinylierten Proteine entfernt wurden. Auch das
BSA konnte durch den Pulldown nahezu vollstdndig entfernt werden. Die Detektion der
biotinylierten Proteine mittels Streptavidin-HRP zeigte, dass die L-HPG Markierung zu einer
Detektion von neu-synthetisierten Proteinen fihrte. Dabei wurden Proteine jeglicher GroRRen
detektiert (zwischen 10 kDa und 130 kDa). Wurden die Zellen lediglich mit L-Methionin
behandelt, konnten keine biotinylierten Peptide detektiert werden. Nach Durchfiihrung des
Streptavidin-Pulldowns war die biotinylierte Fraktion stets verringert. Des Weiteren zeigten die
Analysen, dass die Kultivierung der Zellen ohne FBS zu einer verstarkten Detektion von
biotinylierten Proteinen fuhrte.
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Abb. 4.60 Austestung der Analyse des naszierenden Sekretoms mittels L-HPG Markierung und KLICK
Chemie Uber Western Blot als Vorbereitung fur LC-MS/MS Analysen.

HCT116 wurden fur 5 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ohne (0 %) FBS kultiviert. Wéhrend dieser
5 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 uM] oder L-Methionin [25 uM] behandelt. Die préazipitierten Proteine aus den
Uberstanden wurden durch ein PreClearing gereinigt (Probe 1-4 und Probe 9-12) oder dieser Schritt wurde
ausgelassen (Probe 5-8 und Probe 13-16). L-HPG markierte Proteine wurden uber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die erneut préazipitierten Proteine wurden direkt in Western Blot Analysen eingesetzt (Probe 1-2; 5-6 und
Probe 9-10: 13-14) oder es wurde vorerst eine Streptavidin-Aufreinigung der biotinylierten Peptide durchgefihrt
(Probe 3-4; 7-8 und Probe 11-12; 15-16). Die Proben wurden im Western Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion
wurde Uber Streptavidin-HRP visualisiert. Die Farbung der Membran erfolgte mittels Coomassie Blue.

Um die biotinylierten und damit neu-synthetisierten Proteine zu identifizieren, wurden 25 pl der
KLICK Konjugate bzw. die Streptavidin-Beads massenspektrometrisch (mittels LC-MS/MS) in
einem Einzelexperiment ohne technische Replikate analysiert. Insgesamt wurden
1584 Peptide identifiziert, deren Intensitaten iber 16 log. Skalen (21°-22¢) verteilt waren. Diese
Daten demonstrierten, dass das Protokoll eine breite Analyse des Sekretoms erlaubte. Eine
Anreicherungsanalyse Uber die Metascape Software (Zhou et al., 2019) zeigte, dass die
1584 identifizierten Peptide Uberwiegend an intrazelluldren Prozessen beteiligt waren (Abb.
4.61). Es wurden beispielsweise Proteine identifiziert, die eine Rolle in eher generellen
biologischen Prozessen wie metabolism of RNA (R-HSA-8953854), cell cycle (R-HSA-
16400170), ribosome biogenesis (GO:0042254), protein folding (GO:0006457) oder regulation

of translation (GO:0006417) spielten, welche in allen Zellen vorkommen.
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Abb. 4.61 Anreicherungsanalyse der 1584 identifizierten Proteine Uber Metascape nach Durchfihrung der
KLICK Reaktion.

HCT116 wurden fir 5 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ohne (0 %) FBS kultiviert. Wahrend dieser
5 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 uM] oder L-Methionin [25 uM] behandelt. Die prazipitierten Proteine aus den
Uberstanden wurden durch ein PreClearing gereinigt oder dieser Schritt wurde ausgelassen. L-HPG markierte
Proteine wurden anschlieend iiber die KLICK Reaktion biotinyliert. Die erneut prazipitierten Proteine wurden direkt
analysiert oder es wurde vorerst eine Streptavidin-Aufreinigung der biotinylierten Peptide durchgefiihrt. Die Proteine
eines biologischen Replikats wurden tber LC-MS/MS analysiert. Alle identifizierten Proteine (1584 IDs) wurden
Uber die Metascape Software analysiert. Dargestellt sind die TOP 20 angereicherten Prozesse und der —logio(P)
der Uberreprasentationsanalyse.

Um den Einfluss des PreClearings und der Serumkultivierung auf die Anreicherung von L-HPG
markierten und biotinylierten Proteinen untersuchen zu kénnen, wurden die Daten mit Hilfe
von Venn Diagrammen (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) weiter analysiert.
Hierfir wurden alle identifizierten Proteine (IDs) verwendet, welche nach Durchfiihrung des
Streptavidin-Pulldowns durch die L-HPG Markierung im Vergleich zur Methionin-Behandlung
mit einem log, FC = 1 angereichert wurden. Die Venn-Analyse (Abb. 4.62) zeigte, dass nach
der Kultivierung der Zellen ohne FBS insgesamt 444 Proteine durch die L-HPG Markierung
angereichert wurden, unabhangig davon ob ein PreClearing Schritt erfolgte. Lediglich
159 Peptide wurden nur dann angereichert, wenn das PreClearing ausgesetzt wurde und
45 Proteine wurden ausschlieBlich nach der Durchfiihrung des PreClearings identifiziert.
Wurden die Zellen hingegen in Medium kultiviert, welches 1 % FBS enthielt, wurden nur
187 IDs sowohl bei Durchfihrung des PreClearings als auch ohne PreClearing mindestens
zweifach angereichert. 78 Proteine wurden nur dann angereichert, wenn das PreClearing
Ubersprungen wurde. Des Weiteren wurden 64 1Ds identifiziert, die nur nach der Durchfiihrung
des PreClearing angereichert waren. Die Uberlagerung der IDs, welche ohne PreClearing und
mit PreClearing mindestens zweifach angereichert wurden, wenn die Zellen mit L-HPG
behandelten wurden, war gro3. Dies deutete darauf hin, dass durch das PreClearing
uberwiegend nicht-biotinylierte Proteine verloren gingen. Obwohl es sich um ein
Einzelexperiment handelte, wurde aufgrund dieser Daten entschieden, den PreClearing Schritt
in zukunftigen Experimenten wegzulassen, um soviele Protein wie moglich zu erfassen. Des
Weiteren zeigten diese Ergebnisse, dass insgesamt weniger Proteine mindestens zweifach
angereichert wurden, wenn die Zellen in 1 % FBS kultiviert wurden, ein Befund, der spater

rekapituliert wurde.
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Abb. 4.62 Vergleich der durch L-HPG angereicherten Proteine bei verschiedenen Bedingungen.

HCT116 wurden fir 5 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ohne (0 %) FBS kultiviert. Wahrend dieser
5 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 uM] oder L-Methionin [25 uM] behandelt. Die prazipitierten Proteine aus den
Uberstanden wurden durch ein PreClearing gereinigt oder dieser Schritt wurde ausgelassen. L-HPG markierte
Proteine wurden anschlieRend Uber die KLICK Reaktion biotinyliert. Die biotinylierten Proteine wurden Uber
Streptavidin-Beads aufgereinigt. Die biotinylierten Proteine eines biologischen Replikats wurden tiber LC-MS/MS
analysiert. Venn-Analysen zum Einfluss des PreClearings wurden durchgefihrt. In die Analyse einbezogen wurden
Proteine, welche innerhalb folgender Filterung bei einem Vergleich der L-HPG-markierten Probe mit der Methionin-
behandelten Probe lagen: log2 FC = 1.

Zusatzlich zum Einfluss des PreClearings auf die Anreicherung von L-HPG markierten
Proteinen, sollte auch der Einfluss der Hungerbedingungen auf die Zellen untersucht werden.
Venn-Analysen wurden durchgefihrt. In die Analyse einbezogen wurden Proteine, welche
nach Durchfihrung des Streptavidin-Pulldowns in L-HPG markierten Zellen gegenlber
Methionin-behandelten Zellen mindestens zweifach angereichert wurden (log; FC = 1). Wurde
kein PreClearing durchgefiihrt (Abb. 4.63 A), wurden 193 Proteine sowohl in Zellen, welche
mit 1 % FBS kultiviert wurden, als auch in Zellen, welche ohne FBS Kkultiviert wurden,
mindestens zweifach durch die L-HPG Markierung angereichert. Des Weiteren wurden
410 Proteine nur dann angereichert, wenn die Zellen ohne FBS kultiviert bzw. einem
Hungerstress ausgesetzt waren. Im Gegensatz dazu wurden lediglich 72 Proteine identifiziert,
welche nur nach der Kultivierung der Zellen in 1 % FBS eine mindestens zweifache
Anreicherung aufwiesen. Die 410 IDs, welche lediglich angereichert wurden, wenn die Zellen
ohne FBS kultviert wurden, wurden Uber Anreicherungsanalysen mittels der Metascape
Software genauer untersucht (Abb. 4.63 B). Erneut wurden Uberwiegend intrazellulare
Prozesse angereichert. Dazu gehorten die Prozesse protein folding (GO:0006457), cell cycle
(R-HSA-1640170), spliceosome (hsa03040) oder chromosome organization (GO:0051276).
Allerdings war der am signifikantesten angereicherte Prozess (-logio(P) = 81.8) der Prozess
cellular response to stress (R-HSA-2262752). Auch der Prozess cellular response to heat
stress (R-HSA-3371556) tauchte unter den TOP 20 angereicherten Prozessen auf. Dies
deutete darauf hin, dass die Kultivierung der Zellen ohne FBS zu einem Stress-bedingten
veranderten Sekretom der Zellen fuhrte, in welchem Proteine der Stressantwort
Uberreprasentiert waren. Zusétzlich stellte sich an dem Punkt die Frage, ob die erhdhte Anzahl

an angereicherten Proteinen in gehungerten Zellen durch einen vermehrten Zelltod zu erklaren
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waren, da sterbende Zellen mdglicherweise vermehrt intrazellulare Proteine in den

Zellkulturiberstand entlassen.

A NoPreClearing B 410 IDs angereichert mit 0 % FBS
IDs mitlog2 FC 2 1 i
R-HSA-2262752 [Cellular responses to stress —
HPG vs. Met GO:0022613  |ribonucleoprotein complex biogenesis
GO:0006457 protein folding
R-HSA-1640170 [Cell Cycle
R-HSA-72702 |Ribosomal scanning and start codon recognition
0, R-HSA-6798695 [Neutrophi degranulation
0 /o FBS R-HSA-379716 |Cytosolic tRNA aminoacylation
WP 3888 VEGFA-VEGFR?2 signaling pathway
hsa03040 Spliceosome
hsa04141 Protein processing in endoplasmic reticulum
GO:0051052  |regulation of DNA metabolic process
GO:0042176 regulation of protein catabolic process
R-HSA-3371497 |HSPS0 chaperone cycle for steroid hormone receptors (SHR) in the presence of lig}
GO:0051276
GO:0042254 ribosome biogenesis
R-HSA-96795 RS-CoV Infections
1% FBS GO:0042273  |ribosomal large subunit biogenesis 109 (P)
R-HSA-194315 [Signaling by Rho GTPases id
GO:0006417  [regulation of translation
R-HSA-3371556 | Cellular response to heat stress 13 82

Abb. 4.63 Analyse des naszierenden Sekretoms nach Kultivierung der Zellen mit 0 % oder mit 1 % FBS.
HCT116 wurden fir 5 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ohne (0 %) FBS kultiviert. Wahrend dieser
5 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] oder L-Methionin [25 pM] behandelt. Die prazipitierten Proteine wurden
Uber die KLICK Reaktion biotinyliert. Die biotinylierten Proteine wurden anschlie3end Uber Streptavidin-Beads
aufgereinigt. Die aufgereinigten, biotinylierten Proteine eines biologischen Replikats wurden tber LC-MS/MS
analysiert. (A) Venn-Analysen zum Einfluss der Serumkultivierung wurden durchgefihrt. In die Analyse einbezogen
wurden Proteine, welche innerhalb folgender Filterung bei einem Vergleich der L-HPG-markierten Probe mit der
Methionin-behandelten Probe lagen: log2 FC = 1. (B) Anreicherungsanalysen der 410 IDs, welche lediglich nach
der Kultivierung der Zellen ohne FBS mindestens zweifach angereichert wurden, mittels Metascape. Dargestellt
sind die TOP 20 angereicherten Prozesse und die —log10 P Werte der Uberreprasentationsanalyse.

4.4.3 Systematische Untersuchung des 1L-1 induzierten Sekretoms mittels L-HPG
Markierung, KLICK Chemie und LC-MS/MS

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die IL-1 regulierten und sekretierten Proteine
systematisch in lebenden Zellen zu charakterisieren. Hierflr wurde das zuvor etablierte und
optimierte Protokoll zur L-HPG Markierung der Zellen mit anschlieRender KLICK Reaktion und
LC-MS/MS verwendet. Da im Zellkulturiiberstand auch Proteine enthalten sind, welche von
sterbenden Zellen freigesetzt werden konnten, sollte zunéchst der Einfluss der L-HPG
Markierung und der IL-1 Stimulation auf die Viabilitat der Zellen untersucht werden. HCT116
Zellen wurden fiir 6 h in Methionin-freiem Medium mit 1 % FBS oder ganzlich ohne FBS
kultiviert. Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG markiert oder mit L-Methionin
behandelt. Des Weiteren wurden die Zellen fur 6 h mit IL-1 stimuliert oder unstimuliert
gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen mikroskopiert und geerntet oder es wurde ein MTS-
Assay durchgefiihrt. Die Mikroskopieaufnahmen (Abb. 4.64 A) zeigten, dass die Kultivierung
der Zellen ohne FBS keinen Einfluss auf die Zellzahl im Vergleich zu Zellen, welche mit 1 %
FBS kultiviert wurden, hatte. Des Weiteren hatte auch die L-HPG-Behandlung keinen Einfluss
auf die Zellzahl im Vergleich zu Methionin-behandelten Zellen. Wurden die Zellen parallel mit
L-HPG markiert und mit IL-1 stimuliert, war die Anzahl an abgerundeten Zellen allerdings
erhoht. Die Ergebnisse des MTS-Assays (Abb. 4.64 B) deuteten darauf hin, dass die
Kultivierung der Zellen ohne FBS keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen hatte.

Ausschlie3lich wenn die Zellen ohne FBS kultiviert und zusatzlich mit L-HPG und IL-1
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behandelt wurden, war die Zellviabilitat auf 94.6 % reduziert. Die geernteten Zellen wurden
mittels Propidiumiodid geféarbt und anschliel3end tber Durchflusszytometrie analysiert. Die
Propidiumiodid-Féarbung erlaubt eine Aussage Uber die Verteilung der Zellen im Zellzyklus.
Propidiumiodid interkaliert mit der DNA von lebenden Zellen. Uber die Durchflusszytometrie
und die damit verbundene Bestimmung der Fluoreszenz der einzelnen Zellen, kénnen
Ruckschlisse tUber die DNA-Menge und damit Uber die Stadien des Zellzyklus gezogen
werden. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie (Abb. 4.64 C) zeigten, dass die
verschiedenen Behandlungen keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus (G1,
S, G2) hatten. Wurden die Zellen mit Methionin oder L-HPG behandelt, befanden sich ca.
2-3 % der Zellen in der SubG1 Phase des Zellzyklus. Die DNA dieser Zellen war fragmentiert
und die Zellen somit apoptotisch. Wurden die Zellen hingegen mit Methionin behandelt und
zusatzlich mit IL-1 stimuliert, befanden sich ca. 5-6 % der Zellen in der SubG1 Phase (5.57 %
bei Kultivierung ohne FBS; 4.67 % bei Kultivierung mit 1 % FBS). Die IL-1 Stimulation fiihrte
somit zu einem leichten Anstieg an Zellen, welche apoptotisch waren. Wurden die Zellen
Hungerstress ausgesetzt, mit L-HPG behandelt und zusatzlich mit IL-1 stimuliert waren 10 %
der Zellen apoptotisch. Wurden die Zellen im Gegensatz mit 1 % FBS kultiviert, stieg die
Anzahl der Zellen in der SubG1 Phase auf 7.8 % an, wenn die Zellen mit L-HPG und IL-1
behandelt wurden. Die simultane Behandlung der Zellen mit L-HPG und IL-1 sorgte somit
vermehrt fur Zelltod. Wurden die Zellen zusatzlich gehungert, fiel dieser Effekt verstarkt aus.
Im Umkehrschluss zeigten die Daten allerdings, dass unter allen verwendeten Bedingungen
mindestens 90 % der Zellen einen unverénderten Zellzyklusstatus aufwiesen und lebensféhig

waren.
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Abb. 4.64 Die L-HPG Markierung und die IL-1 Stimulation beeinflussen die Viabilitat der Zellen moderat.
HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Waéhrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 uM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fir 6 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert oder unbehandelt
gelassen. (A) Die Zellen wurden mikroskopiert (VergroRerung: 10 x). (B) Ein MTS-Assay wurde durchgefihrt. Die
Hintergrundabsorption des Mediums wurde von allen Werten abgezogen. Die Normalisierung erfolgte auf die
Methionin-behandelten Zellen, welche mit 0 % FBS kultiviert wurden. Es sind die Mittelwerte
(xStandardabweichung) von zwei biologischen Replikaten a vier technischen Replikaten dargestellt. (C) Die Zellen
wurden fir die Durchflusszytometrie geerntet. Die DNA wurde fir die Messung mit Propidiumiodid (P1) geféarbt. Es
sind die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei biologischen Replikaten dargestellt.

Das naszierende IL-1-induzierte Sekretom sollte in dieser Arbeit in Anwesenheit und in
Abwesenheit von Serum metabolisch markiert und mittels Massenspektrometrie identifiziert
werden. Dafir wurden HCT116 Zellen fur 6 h in Methionin-freiem Medium, welches kein FBS
oder 1 % FBS enthielt, kultiviert. Wahrend dieser 6 h wurden Zellen mit L-HPG metabolisch
markiert oder L-Methionin wurde dem Medium zugesetzt. Zusatzlich wurden die Zellen fir 6 h
mit IL-1 stimuliert oder unstimuliert gelassen. AnschlieRend wurden die Zellkulturiiberstédnde
geerntet und die KLICK Reaktion ohne vorheriges PreClearing durchgefiihrt. Anschlie3end
wurden die biotinylierten Proteine Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt. 40 % der Proben

wurden fir die Proteindetektion im Western Blot eingesetzt, wahrend die restlichen 60 %
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massenspektrometrisch analysiert wurden. Es wurden insgesamt drei biologische Replikate
durchgefihrt. In der LC-MS/MS wurden zudem jeweils zwei technische Wiederholungen
vorgenommen, so dass in diesem Experiment 48 LC-MS/MS Datensatze ausgewertet wurden.

Die Western Blot Analyse und deren Quantifizierung (Abb. 4.65) zeigte, dass die Markierung
von neu-synthetisierten Proteinen, welche von den Zellen in den Zellkulturiberstand
abgegeben wurden, reproduzierbar funktionierte. Wenn die Zellen ohne FBS kultiviert wurden,
zeigte die Coomassie Farbung der Membran, dass die Proteinausbeute durch die IL-1
Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Zellen leicht erhéht war. Wurden die Zellen in
Anwesenheit von Serum kultiviert, wurde eine gleichmaRige Gesamtproteinausbeute
zwischen allen Bedingungen festgestellt. Insgesamt fiel die Proteinausbeute geringer aus,
wenn die Zellen mit 1 % FBS kultiviert wurden. Die Detektion der biotinylierten Proteinfraktion
mittels Streptavidin-HRP deutete darauf hin, dass biotinylierte Peptide ausschliel3lich
detektiert wurden, wenn die Zellen mit L-HPG behandelt wurden. Dabei erfolgte die Detektion
von vielen Proteinen, welche ein Molekulargewicht zwischen 10 kDA und 130 kDa aufwiesen.
Wurden die Zellen zusatzlich mit IL-1 stimuliert, nahm die Menge an biotinylierten Proteinen
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Serum im Vergleich zu unstimulierten
Zellen zu. Insgesamt war die Menge an detektierten Proteinen in Zellen, welche in
Anwesenheit von Serum gehalten wurden, verringert. Vor allem unter unstimulierten
Bedingungen wurde nur eine geringe Menge an biotinylierten Proteinen im Vergleich zu Zellen,
welche ohne Serum kultiviert wurden, detektiert. Dies deutete darauf hin, dass die Kultivierung

der Zellen ohne Serum einen Einfluss auf das Sekretom der Zellen hatte.
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Abb. 4.65 Analyse der Gesamtproteinausbeute und der biotinylierten Proteinfraktion des IL-1 induzierten
Sekretoms.

HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 pM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiberstdnden wurden uber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt. Die Analyse erfolgte mittels Western
Blot. Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-HRP visualisiert. Die Farbung der Membran erfolgte
mittels Coomassie Blue. (A) Es ist eine reprasentative Analyse aus einem der drei Experimente dargestellt. (B) Die
Intensitéaten der Chemilumineszenz bzw. der Farbung wurden auf die Probe normalisiert, welche in Abwesenheit
von FBS kultiviert und mit Methionin behandelt wurde. Die Quantifizierung wurde mit der Bio-Rad Image Lab
Software durchgefihrt. Es sind jeweils die Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei unabhangigen, biologischen
Replikaten dargestellt.

Die Auswertung der Massenspektrometrie erfolgte Giber die MaxQuant Software und Perseus.
Die Analyse zeigte, dass die Haufigkeiten der identifizierten Proteine (IDs) Uber 16 log.-Skalen
verteilt waren (21°9-22%), Insgesamt wurden 1790 Proteine identifiziert. Proteine, welche von
MaxQuant als Kontaminanten klassifiziert wurden, wie beispielsweise Keratin, Streptavidin

und Albumin, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Wurden die Zellen in Abwesenheit
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von Serum kultiviert, wurden zwischen 1000 und 1500 Proteine identifiziert (Abb. 4.66).
Wurden die Zellen mit L-HPG markiert und zusétzlich mit IL-1 stimuliert, nahm die
Gesamtproteinmenge leicht zu und es wurden insgesamt 1742 Proteine (Mittelwert von drei
biologischen Replikaten) identifiziert. Wurden die Zellen hingegen mit 1 % Serum Kkultiviert,
wurden lediglich zwischen 120 und 320 Proteine identifiziert. Ausschlief3lich wenn die Zellen
mit L-HPG behandelt und mit IL-1 stimuliert wurden, konnten im Schnitt 1353 Proteine
identifiziert werden. Die IL-1 Stimulation hatte somit einen groRen Einfluss auf das Sekretom
der Zellen, welche in Anwesenheit von FBS gehalten wurden. Zellen, welche zusatzlich
Hungerstress ausgesetzt waren, zeigten bereits ohne IL-1 Stimulation eine erhdhte Sekretion
von neu-synthetisierten Proteinen. Die Ergebnisse der LC-MS/MS waren somit vergleichbar
mit der Western Blot Analyse (Abb. 4.65).
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Abb. 4.66 Anzahl der mittels LC-MS/MS identifizierten Proteine (IDs) des IL-1 induzierten Sekretoms.

HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 pM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiiberstanden wurden lber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt und tUber LC-MS/MS analysiert.
Dargestellt sind die Anzahlen der identifizierten Peptide (IDs) der massenspektrometrischen Analyse. Es handelt
sich dabei um Mittelwerte (xStandardabweichung) von drei biologischen Replikaten a zwei technischen Replikaten.

Zuséatzlich wurde eine quantitative Analyse basierend auf den statistisch signifikanten
Anreicherungen der Proteinhaufigkeiten in L-HPG behandelten Zellen gegeniiber Methionin-
behandelten Zellen durchgefiihrt. Vulkanplots (Abb. 4.67) veranschaulichten die
(signifikanten) Anreicherungen von Proteinen in L-HPG behandelten Zellen. Es wurden jeweils
der log. FC gegen den —logio P Wert aufgetragen. Der Vergleich wurde jeweils zu den
Methionin-behandelten Zellen gezogen. Naher betrachtet wurden anschlieend IDs, welche
folgende Bedingungen erfilllten: log2 FC = 2 und P < 0.05. In Zellen, welche in Abwesenheit
von Serum Kultiviert wurden, wurden durch die L-HPG-Behandlung der Zellen 155 Proteine
mindestens vierfach (log> FC = 2) gegeniiber den Methionin-behandelten Zellen signifikant
(P £0.05) angereichert. Wurden die Zellen zusatzlich mit IL-1 stimuliert, wurden 398 signifikant

angereicherte Proteine identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden bei Serum-Anwesenheit
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lediglich 8 Proteine signifikant und mindestens vierfach angereichert. Wurden die mit Serum-
kultivierten Zellen zusatzlich fur 6 h mit IL-1 stimuliert, konnten 717 Proteine mit einer
signifikanten Anreicherung nach der L-HPG Markierung von neu-synthetisierten Proteinen
identifiziert werden. Dies bestatigte, dass die IL-1 Stimulation einen grof3en Einfluss auf das
naszierende Sekretom hatte, wenn die Zellen mit Serum kultiviert wurden. Wurden die Zellen
ohne FBS kultiviert, war der Effekt der IL-1 Stimulation geringer. Es wurden bereits viele

Proteine ohne IL-1 Stimulation, aber unter Hungerstressbedingungen sekretiert.
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Abb. 4.67 Anreicherung mittels LC-MS/MS identifizierter Proteine nach erfolgter L-HPG Markierung.
HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 pM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiberstanden wurden lber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt und tUber LC-MS/MS analysiert.
Vulkanplots zum Einfluss der L-HPG Markierung sind dargestellt. 93 Proteine, welche von Perseus als
Kontaminanten klassifiziert wurden, wurden dabei aus der Analyse ausgeschlossen. Aufgetragen wurde der logz FC
gegen —logio P. Der Vergleich wurde dabei jeweils zu Zellen, welche mit L-Methionin behandelt wurden, gezogen.
Proteine, welche folgende Kriterien erfillten, sind in Rot dargestellt: log2 FC =2 und P < 0.05. Die Signifikanzanalyse
wurde iber den Student’s T-Test durchgefiihrt.

Venn-Analysen der Proteine, welche durch die L-HPG Markierung mindestens vierfach
(logz FC = 2) und signifikant (P < 0.05) im Vergleich zu Methionin behandelten Zellen
angereichert wurden, zeigten, dass die Mehrheit der neu-synthetisierten und sekretierten
Proteine spezifisch durch die IL-1 Stimulation induziert wurden (Abb. 4.68 A). 265 IDs wurden
lediglich angereichert, wenn die Zellen ohne Serum kultiviert und mit IL-1 stimuliert wurden.

Wurden die Zellen hingegen in Anwesenheit von Serum kultiviert und mit IL-1 stimuliert,

161



Ergebnisse

wurden 583 Proteine individuell angereichert. 83 Proteine wurden sowohl bei Anwesenheit als
auch bei Abwesenheit von Serum nach erfolgter IL-1 Stimulation angereichert. Kein Protein

zeigte eine Anreicherung unter allen Bedingungen.

Eine detaillierte Anreicherungsanalyse Uber Metascape wurde zusétzlich durchgefiihrt (Zhou
et al.,, 2019), um Prozesse zu identifizieren, in denen die sekretierten Proteine eine Rolle
spielten. FUr die Analyse wurden die Proteine einbezogen, welche mindestens vierfach und
signifikant angereichert wurden, wenn die Zellen mit L-HPG behandelt wurden (logz FC = 2
und P < 0.05). Der Vergleich wurde dabei auf die jeweils Methionin-behandelten Zellen
gezogen. Die TOP 20 angereicherten Prozesse sind in Abb. 4.68 B dargestellt. Des Weiteren
wurden Prozesse hinzugefigt, welche von besonderem Interesse waren. Die
Anreicherungsanalyse zeigte erneut, dass sich hauptsachlich zytosolische Prozesse unter den
TOP 20 angereicherten Prozessen befanden. Dazu gehdrten Prozesse wie beispielsweise
protein folding (GO:0006457), ribosome biogenesis (GO:0042254), RNA localization
(G0O:0006403), cell cycle (R-HSA-1640170) oder metabolism of RNA (R-HSA-8953854).
Allerdings wurden diese Prozesse nicht angereichert, wenn die Zellen in Anwesenheit von
Serum kultiviert wurden und unstimuliert blieben. In Serum-kultivierten Zellen wurde lediglich
der Prozess neutrophil degranulation (R-HSA-6798695) angereichert. Hier flossen aber nur
8 Proteine in die Analyse ein (Abb. 4.67). Wurden die Zellen (1 % FBS) zusétzlich mit IL-1
stimuliert, so wurden die TOP20 Prozesse stark angereichert. Wurden die Zellen hingegen in
Abwesenheit von Serum kultviert, so wurden diese Prozesse sowohl basal als auch nach der
IL-1 Stimulation angereichert. Lediglich die Prozesse chromosome organization
(G0:0051276), regulation of DNA metabolic process (GO:0051052), regulation of translation
(G0:0006417), neutrophil degranulation (R-HSA-6798695) wurden nur dann signifikant
angereichert, wenn die gehungerten Zellen zusatzlich mit IL-1 stimuliert wurden. Zuséatzlich zu
den TOP 20 angereicherten Prozessen wurden die Anreicherungen weiterer Prozesse
dargestellt. Dazu gehdrten die Prozesse cellular response to stress (R-HSA-2262752) und
apoptosis (R-HSA-109081). Proteine, welche eine Rolle bei diesen Prozessen spielten,
wurden signifikant angereichert, wenn die Zellen ohne Serum kultiviert wurden (sowohl ohne
als auch mit IL-1). Auch in Anwesenheit von FBS und nach der IL-1 Stimulation wurden diese
Prozesse angereichert. Die Prozesse cytokine signaling in immune system (R-HSA-1280215)
und cellular response to cytokine stimulus (GO:0071345) wurden hingegen lediglich
angereichert, wenn die Zellen mit IL-1 stimuliert wurde. Dies war unabhé&ngig von der
Anwesenheit bzw. der Abwesenheit von Serum. Im Gegensatz wurden die Prozesse signaling
by interleukins (R-HSA-449147) und interleukin-1 family signaling (R-HSA-446652) nur bei
Anwesenheit von Serum und nach erfolgter IL-1 Stimulation angereichert. Insgesamt wurden
in der Analyse nur vier Zytokine detektiert: CXCL3, IL36G, IL1IRL1 und IL1RN.
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Abb. 4.68 Anreicherungsanalyse der durch L-HPG angereicherten IDs im Sekretom von HCT116 Zellen.
HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Waéhrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 uM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fiir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiiberstanden wurden Gber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt und Uber LC-MS/MS analysiert. (A)
Venn-Analysen von IDs, welche durch L-HPG im Vergleich zu Methionin-behandelten Zellen angereichert wurden,
wurden durchgefiihrt. Die IDs mussten folgende Kriterien erfullen: logz FC = 2 und P < 0.05. (B)
Uberreprasentationsanalysen von IDs, welche durch L-HPG im Vergleich zu Methionin-behandelten Zellen
angereichert wurden, wurden mittels Metascape durchgefiihrt. Die IDs mussten folgende Kriterien erfiillen: logz FC
=2 2 und P £0.05. In der heatmap wurde —logio P der TOP 20 angereicherten Prozesse dargestellt. Aul3erdem
wurden im unteren Bereich weitere interessante Prozesse hinzugefigt.

Um den Einfluss der IL-1 Stimulation auf das L-HPG-markierte Sekretom genauer zu
untersuchen, wurden zusatzlich quantitative Analysen basierend auf den
Proteinanreicherungen in IL-1 stimulierten Zellen gegeniber den unstimulierten Zellen
durchgefuhrt. Diese Analyse diente auch einer erneuten Kontrolle der erfolgreichen L-HPG
Markierung und der Aufreinigung biotinylierter Proteine. Vulkanplots (Abb. 4.69)
demonstrierten die (signifikanten) Anreicherungen von Proteinen in IL-1 stimulierten Zellen.
Es wurden jeweils der log, FC gegen den —logio (P) aufgetragen. Der Vergleich wurde jeweils
zu den unstimulierten Zellen gezogen. Naher betrachtet wurden anschlie3end IDs, welche
folgende Bedingungen erfiillten: log, FC = 2 und P < 0.05. Wurden die Zellen als Kontrolle mit
Methionin behandelt, wurden 212 Proteine mindestens vierfach (log2 FC = 2) und signifikant
(p = 0.05) durch die IL-1 Stimulation angereichert, wenn die Zellen in Abwesenheit von Serum
kultiviert wurden. Erfolgte hingegen die metabolische Markierung der Zellen mittels L-HPG,
wurden 762 biotinylierte Proteine nach der IL-1 Stimulation im Vergleich zu unstimulierten
Zellen angereichert. Wurden die Zellen im Gegensatz mit 1 % FBS kultiviert und mit Methionin
behandelt, wurden lediglich 2 IDs mindestens vierfach angereichert, wenn die Zellen mit IL-1
stimuliert wurden. Die Markierung der neu-synthetisierten Proteine mit L-HPG sorgte fir eine
Anreicherung von 701 IL-1 induzierten Proteinen im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Diese
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Proteine vermehrt durch die IL-1 Stimulation
angereichert wurden, wenn die Zellen mit L-HPG behandelt wurden. Diese Proteine konnten
Uber die KLICK Reaktion mit Biotin konjugiert und Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt

werden. Wurden die Zellen hingegen mit Methionin behandelt, wurde nur ein kleiner Teil dieser
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Proteine angereichert. Dies zeigte erneut, dass die Methode zur Identifizierung neu-

synthetisierter Proteine in Zellkulturiberstanden erfolgreich war.
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Abb. 4.69 Anreicherung mittels LC-MS/MS identifizierter Proteine nach erfolgter IL-1 Stimulation.

HCT116 Zellen wurden fur 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 pM] behandelt oder Methionin [25 pM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fiir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiiberstanden wurden tber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt und Uber LC-MS/MS analysiert.
Vulkanplots zum Einfluss der IL-1 Stimulation sind dargestellt. 93 Proteine, welche von Perseus als Kontaminanten
klassifiziert wurden, wurden dabei aus der Analyse ausgeschlossen Aufgetragen wurde der logz FC gegen —logio P.
Der Vergleich wurde dabei jeweils zu Zellen, welche nicht stimuliert wurden, gezogen. Proteine, welche folgende
Kriterien erfillten, sind in Rot dargestellt: log2 FC = 2 und P < 0.05. Die Signifikanzanalyse wurde tber den Student’s
T-Test durchgefuhrt.

Proteine, welche nach erfolgter IL-1 Stimulation mindestens vierfach (log. FC = 2) und
signifikant (p < 0.05) im Vergleich zu unstimulierten Zellen angereichert wurden, wurden
genauer betrachtet. Zum einen wurden Venn-Diagramme (Abb. 4.70 A) der IDs erstellt, welche
die Kriterien erfillten. Die Analyse zeigte, dass die Mehrheit der Proteine individuell durch die
L-HPG Markierung der Zellen angereichert wurden. 414 Proteine wurden nach erfolgter IL-1
Stimulation nur dann angereichert, wenn die Zellen in Abwesenheit von Serum mit L-HPG
behandelt wurden. Hingegen wurden 420 Proteine in Anwesenheit von Serum angereichert.
Des Weiteren wurden 205 Proteine sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von
Serum durch die IL-1 Stimulation angereichert, wenn die Zellen mit L-HPG behandelt wurden.
Zum anderen wurden Anreicherungsanalysen mittels Metascape durchgefuhrt, um Prozesse

zu identifizieren, in denen die sekretierten Proteine eine Rolle spielten. In die Analyse wurden
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ebenfalls die IDs einbezogen, welche mindestens vierfach und signifikant durch die IL-1
Stimulation angereichert wurden. Die 2 IDs, welche in Anwesenheit von Serum und nach
erfolgter Methionin-Behandlung der Zellen durch IL-1 angereichert wurden (Abb. 4.69), wurden
in dieser Analyse nicht bertucksichtigt. Unter den TOP20 angereicherten Prozessen (Abb. 4.70
B) befanden sich erneut Uberwiegend intrazellulare Prozesse. Beispielsweise wurden
Prozesse wie metabolic reprogramming in colon cancer (WP4290), protein folding
(G0:0006457), cell cycle (R-HSA-1640170) und metabolism of RNA (R-HSA-8953854)
angereichert. Diese Prozesse wurden unter allen einbezogenen Bedingungen angereichert.
Lediglich die Prozesse cytosolic tRNA aminoacylation (R-HSA-379716) und neutrophil
degranulation (R-HSA-6798695) wurden nur angereichert, wenn die Zellen mit L-HPG
behandelt wurden. Insgesamt fielen die Signifikanzen (-logio P) geringer aus, wenn die Zellen
mit Methionin behandelt wurden. Zusatzlich zu den TOP20 Prozessen, wurden fir die Analyse
weitere Prozesse von Bedeutung néher betrachtet (Abb. 4.70). Die Prozesse cellular
responses to stress (R-HSA-2262752) und apoptosis (R-HSA-109581) wurden unter allen
betrachteten Bedingungen angereichert. Prozesse, welche ausschliellich durch die IL-1
Stimulation angereichert wurden, wenn die Zellen zusatzlich mit L-HPG behandelt wurden,
waren signaling by interleukins (R-HSA-449147), interleukin-1 signaling (R-HSA-9020702),
interleukin-1 family signaling (R-HSA-446652), cellular response to cytokine stimulus
(GO:0071345) und cytokine signaling in immune system (R-HSA-1280215).
Zusammenfassend zeigten diese Daten nicht nur die erfolgreiche Etablierung einer Methode
zur spezifischen Aufreinigung von neu-synthetisierten und sekretierten Proteinen, welche mit
Biotin konjugiert wurden, sondern auch eine interessante differentielle Serum- und IL-1

abhangige Modulation des mit diesem Verfahren messbaren Sekretoms.
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Abb. 4.70 Anreicherungsanalyse der durch IL-1 angereicherten IDs im Sekretom von HCT116 Zellen.
HCT116 Zellen wurden fir 6 h in Methionin-freiem Medium, welches 0 % FBS oder 1 % FBS enthielt, kultiviert.
Wahrend dieser 6 h wurden die Zellen mit L-HPG [25 uM] behandelt oder Methionin [25 uM] wurde dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Des Weiteren wurden die Zellen fir 6 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert oder unstimuliert
gelassen. Die prazipitierten Proteine aus den Zellkulturiberstanden wurden lber die KLICK Reaktion biotinyliert.
Die biotinylierte Proteinfraktion wurde Uber Streptavidin-Beads aufgereinigt und tber LC-MS/MS analysiert. (A)
Venn-Analysen von IDs, welche durch IL-1 im Vergleich zu unstimulierten Zellen angereichert wurden, wurden
durchgefiihrt. Die IDs mussten folgende Kriterien erfullen: logz FC = 2 und P < 0.05. (B)
Uberreprasentationsanalysen von IDs, welche durch IL-1 im Vergleich zu unstimulierten Zellen angereichert
wurden, wurden mittels Metascape durchgefiihrt. Die IDs mussten folgende Kriterien erfullen: logz FC =22 und P £
0.05. In der heatmap wurde —logio P der TOP 20 angereicherten Prozesse dargestellt. Auf3erdem wurden im
unteren Teil der Tabelle weitere interessante Prozesse hinzugefugt.
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5 Diskussion

5.1 Die Rolle von Cyclin-abhangigen Kinasen im IL-1 Signalweg
Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) spielen, wie in der Einleitung beschrieben, eine

entscheidende Rolle sowohl im Zellzyklus als auch bei der Genexpression und somit auch fir
die Proliferation von Zellen. Aufgrund ihrer zentralen Rolle in diesen wichtigen Prozessen
wurden und werden fortlaufend verschiedene CDK Inhibitoren entwickelt und als anti-
proliferative bzw. pro-apoptotische Wirkstoffe fir die Behandlung von Tumorerkrankungen
getestet. So wurden die spezifischen CDKA4/6 Inhibitoren Palbociclib, Abemaciclib und
Ribociclib, welche den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus blockieren und damit das
Tumorwachstum verzogern konnen, bereits fur die Behandlung von fortgeschrittenem
Brustkrebs zugelassen. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Dissertation befinden sich eine
Reihe weiterer CDK Inhibitoren in verschiedenen Phasen der klinischen Entwicklung zur
zZielgerichteten Behandlung unterschiedlicher Tumorerkrankungen (Panagiotou et al., 2022;
Zhang et al., 2021b).

Wie die CDKs spielt auch der Transkriptionsfaktor NF-kB eine zentrale Rolle in der Entstehung
und bei der Progression von Tumoren. NF-kB fordert insbesondere die Bildung eines
tumorférdernden, pro-inflammatorischen Tumormikromilieus, welches durch Zytokine wie
Interleukin-1 initiilert und propagiert wird (DiDonato et al., 2012; Rebe and Ghiringhelli, 2020;
Riedlinger et al., 2018; Xia et al., 2018).

In dieser Arbeit sollte das Zusammenspiel zwischen der IL-1-NF-kB vermittelten Entziindung
und CDKs untersucht werden. Hierzu wurde der Einfluss von verschiedenen CDK Inhibitoren
auf die IL-1-NF-kB gesteuerte Signaltransduktion, Genexpression und Proteinsekretion
vergleichend und systematisch in vier Tumorzelllinien (HeLa, HCT116, OVCAR-4,
IFTSECs+mutKRAS/Myc) untersucht. Aufgrund von Vorbefunden zu einer post-
translationalen Regulation von CDK12/13 im IL-1 System und einer erhéhten Mutationsrate in
malignen Tumoren, wurde ein spezieller Fokus auf die RNA-Polymerase Il und Elongations-
assoziierten CDK12/13 gelegt. Das primare Ziel dieser Arbeit war es, die zellularen,
pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Phanotypen von neuen CDK12/13
Inhibitoren zu bestimmen und parallel dazu ein genetisches Degron System zu etablieren, um
diese Kinasen gezielt und spezifisch in intakten Zellen zu degradieren. Die erzielten, im
Folgenden ausfiihrlich beschriebenen, Befunde zeigen, dass alle Ansatze CDK12 (und
CDK13) effektiv inhibieren, sich aber deutlich hinsichtlich differentieller Effekte auf die IL-1
vermittelte Signaltransduktion, Genexpression und Proteinsekretion unterscheiden. Diese
Beobachtungen haben weitreichende Konsequenzen fir zukinftige Experimente zur
mechanistischen Aufklarung der Rolle von CDK12/13 und fiir (pré)klinische Anwendungen von

modernen CDK Inhibitoren.
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5.1.1 Der pan-CDK Inhibitor Flavopiridol supprimiert die IL-1 vermittelte Genexpression und
Proteinsekretion
Flavopiridol (oder auch Alvociclib) ist ein halb-synthetisches Flavoalkaloid. Es handelt sich

dabei um ein Derivat des pflanzlichen Alkaloids Rohitukin aus Amoora rohituka (Harmon and
Weiss, 1979). Entdeckt wurde Flavopiridol als natirliches Produkt, welches die
Phosphorylierung von EGFR (epidermal growth factor receptor) inhibiert (Newcomb, 2004).
Spater wurde Flavopiridol als pan-CDK Inhibitor identifiziert, welcher sowohl Zellzyklus-
assoziierte CDKs (CDK1, CDK2, CDK4, CDKG®6) als auch transkriptionelle CDKs (CDK7, CDK9)
inhibiert. Auch CDK12 wird durch Flavopiridol inhibiert. Allerdings werden im Vergleich zur
CDKO9 Inhibition 5 bis 10-fach hohere Konzentrationen bendétigt (Bartkowiak and Greenleaf,
2015; Bosken et al., 2014). Flavopiridol ist ein ATP-kompetitiver Inhibitor, welcher direkt mit
der ATP-Bindestelle der Kinasen interagiert (Filgueira de Azevedo et al., 1996; Sedlacek et
al., 1996). Die Inhibiton von CDK9, welche eine Untereinheit des
Transkriptionselongationsfaktors p-TEFb ist, fihrt zu einer Blockade der mRNA Synthese
(Baumli et al., 2008; Chao and Price, 2001; Chen et al., 2005). Des Weiteren inhibiert
Flavopiridol CDKs, welche fir die Progression des Zellzyklus von Bedeutung sind. Bereits in
1992 wurde gezeigt, dass Flavopiridol einen Zellzyklus-Arrest in verschiedenen Brust- und
Lungenkrebs-Zelllinien induziert (Kaur et al., 1992). Grund hierfiir ist sowohl die direkte
Inhibition der Zellzyklus-assoziierten und transkriptionellen CDKs als auch die Reduzierung
der Phosphorylierung der Aktivierungsschleife der CDKs durch die Inhibition von CDK7
(Gallorini et al., 2012). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde Flavopiridol als anti-proliferativer
Wirkstoff evaluiert, welcher zu einem Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase oder der G2-
Phase fuihrt und die Apoptose in vielen verschiedenen Krebszelllinien induziert. Pré-klinische
Studien zeigten, dass die Behandlung von Tumoren mit Flavopiridol in vitro effektiv wirkt.
Aulerdem supprimiert Flavopiridol das Tumorwachstum in tumor-erkrankten Mausen in vivo
(Arguello et al., 1998; Blagosklonny, 2004; Kelland, 2000; Parker et al., 1998; Patel et al.,
1998; Sedlacek, 2001). Flavopiridol war der erste CDK Inhibitor, welcher in klinischen Studien
getestet wurde, insbesondere bei der Behandlung von Leukamien (Kelland, 2000;
Senderowicz, 1999). Insgesamt wurden 67 klinische Studien der Phasen | und Il mit
Flavopiridol durchgefuihrt (www.clincaltrials.gov, Stand 13.09.2023). Flavopiridol wurde sowohl
als Einzeltherapie als auch in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika getestet.
Aufgrund fehlender klinischer Wirksamkeit in Kombination mit dosis-limitierender Toxizitat
wurden bisher keine Phase Il Studien durchgeftihrt. Es kam zu Nebenwirkungen wie Diarrhoe,
Ermudung, Erbrechen, Leberfunktionsstérungen, Neutropenie und Thrombose, was vereinbar
ware mit den sehr globalen zellularen Effekten von Flavopiridol, die in dieser Arbeit beobachtet
wurden (Kelland, 2000; Senderowicz, 1999; Zhai et al., 2002). Aufgrund dieser Ergebnisse fiel

der Fokus schliel3lich eher auf spezifischere CDK Inhibitoren wie beispielsweise die selektiven
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CDK4/6 Inhibitoren Palbociclib, Abemaciclib und Ribociclib (Blagosklonny, 2004; Gallorini et
al., 2012; Murphy and Dickler, 2015; Newcomb, 2004).

In dieser Arbeit wurde bestatigt, dass die Behandlung von verschiedenen immortalisierten oder
transformierten Zelllinien (HCT116, HeLa, OVCARA4, iFTSECs, iFTSECs+Leervektor und
IFTSECs+mutKRAS/Myc) mit Flavopiridol zu einer reduzierten Phosphorylierung von
Retinoblastom (Rb) fuhrte. Diese Phosphorylierung ist notwendig fir den Eintritt der Zellen in
die S-Phase des Zellzyklus und wird von CDK4/6 katalysiert. Die reduzierte Phosphorylierung
deutete somit auf eine erfolgte Inhibition von CDK4 und CDK6 hin. Zudem war die
Phosphorylierung von Ser2 und Ser5 der CTD von RNA-Polymerase Il reduziert. Die Inhibition
von CDK7 und CDK9 durch Flavopiridol fiihrt somit im basalen Zustand offenbar zu einer
verringerten Phosphorylierung der CTD und zu einer Modulation der mRNA Synthese.

Alle verwendeten Tumor- und Kontrollzelllinien zeigten eine starke und reproduzierbare IL-1
Responsivitéat auf der Ebene der Signaltransduktion und die Untersuchung der Effekte von
Flavopiridol auf die IL-1 Antwort konnte somit vergleichend durchgefiihrt werden. In allen
Zelllinien erfolgte innerhalb von 0.5 h die IL-1-vermittelte Degradation von IkBa gefolgt von der
(NF-kB vermittelten) Re-Synthese nach 1 h IL-1 Behandlung. Flavopiridol hemmte die IL-1
induzierte Re-Synthese von IkBa in allen Zelllinien vollstdndig. Auch die IL-1 induzierte
Synthese von A20, einem weiteren negativen feedback Inhibitor von NF-kB, wurde blockiert.
Die Western Blot Analysen zeigten au3erdem, dass die IL-1 induzierte Phosphorylierung von
p65 reduziert war, wenn die Zellen fir 17 h mit Flavopiridol behandelt wurden. Eine 4-stlindige

Behandlung zeigte wiederum keinen Effekt auf die p65-Phosphorylierung.

Flavopiridol supprimierte die [IL-1 vermittelte Genexpression von ausgewahlten
inflammatorischen Genen in allen verwendeten Zelllinien vollstdndig und eine RNASeq
Analyse zeigte, dass Flavopiridol die IL-1 induzierte Genexpression global inhibiert. In
iIFTSECs+Leervektor wurden nach 3 h IL-1 Stimulation insgesamt 1429 Gene mindestens
vierfach im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle herunterreguliert, wahrend in
IFTSECs+mutKRAS/Myc die Genexpression von 1450 Genen mindestens vierfach
supprimiert wurde. Die Suppression war somit unabhangig von den onkogenen, genetischen
Veranderungen der Zellen. Anreicherungsanalysen der differentiell exprimierten Gene Uber
das Softwaretool Metascape zeigten, dass vor allem Gene aus inflammatorischen Prozessen
supprimiert wurden. Es war bereits bekannt, dass Flavopiridol die Aktivierung von NF-kB und
die NF-kB regulierte Genexpression inhibiert und damit die Entziindungsreaktion supprimiert
(Takada and Aggarwal, 2004). Dass die Inhibition von transkriptionellen CDKs (speziell CDK9)
anti-inflammatorische Effekte hat, konnte ebenfalls bereits mehrfach gezeigt werden (Henry et
al., 2018; Krystof et al., 2012). Vorangegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass

Palbociclib, ein selektiver CDK4/6 Inhibitor, die IL-1 induzierte Genexpression von IL8
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ebenfalls unterdriickt. Zudem wurde gezeigt, dass CDK6 mit der NF-kB Untereinheit p65
ko-lokalisiert und diese an Ser536 phosphoryliert. CDK6 fordert zudem die Rekrutierung von
p65 zum IL8 Lokus (Buss et al., 2012; Handschick et al., 2014). Somit werden die Flavopiridol
Effekte am ehesten durch eine Kombination aus der Blockade der mRNA Synthese (durch die
Inhibition von CDK7 und CDK9) und der reduzierten Rekrutierung von p65 an entsprechende
genomische Loci (durch CDKG6 Inhibition) erklart.

Zudem zeigten Sekretomanalysen mittels ELISA, dass die Sekretion ausgewahlter Chemokine
vollends unterdriickt wurde. Auch sekretomweite Analysen mittels Olink Technologie
bestatigten den supprimierenden Effekt von Flavopiridol auf die IL-1 induzierte Sekretion von
Zytokinen und weiteren inflammatorischen Proteinen. Somit wurde die supprimierende
Wirkung von Flavopiridol auf die NF-kB Zielgene auch auf der Proteinebene nachgewiesen.
Viele Proteine, welche in der Olink Analyse durch Flavopiridol vermindert sekretiert wurden,
wurden bereits in der RNASeq als supprimierte Gene identifiziert, obwohl Transkriptom- und
Sekretomanalyse zeitlich versetzt durchgefihrt wurden, um der Zeit, die fir die
Proteinsekretion bendtigt wird, Rechnung zu tragen.

Des Weiteren zeigten diese Daten, dass die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol zu einer
verstarkten Freisetzung vieler weiterer IL-1 unabhangiger Proteine fuhrte. Diese Proteine
waren Uberwiegend an intrazellularen Prozessen wie z.B. dem Zellzyklus oder metabolischen
Prozessen beteiligt. Die Genexpression jener Gene, welche fir diese Proteine codieren, wurde
hingegen nicht beeinflusst. Dies lieR darauf schlie3en, dass diese Proteine von apoptotischen
Zellen freigesetzt wurden, welche eventuell durch die Behandlung starben und ihre Proteine
in den Zellkulturiberstand abgaben. Dies zeigte, dass Sekretomanalysen generell komplex zu
interpretieren sind, wenn Substanzen oder Bedingungen untersucht werden, welche Zelltod

induzieren.

Die Ergebnisse offenbarten insgesamt einen ausgepragten supprimierenden Effekt von
Flavopiridol auf die IL-1 gesteuerte Genexpression und die Expression bzw. Sekretion vieler
Proteine. Dies untermauert die Annahme, dass Flavopiridol anti-inflammatorische und tumor-

supprimierende Funktionen besitzt.

5.1.2 THZ531 hat einen differentiellen Effekt auf verschiedene IL-1 induzierte Gene
CDK12 und CDK13 sind Elongations-assoziierte Kinasen, welche hauptsachlich Ser2 der CTD

von RNA-Polymerase Il wahrend der transkriptionellen Elongation phosphorylieren
(Bartkowiak et al., 2010; Greenleaf, 2019). THZ531 ist ein selektiver Inhibitor fir CDK12 und
CDK13. Es handelt sich hierbei um einen kovalenten und somit irreversiblen Inhibitor, welcher
an ein Cystein nahe der ATP-Bindestelle von CDK12 und CDK13 bindet. Der ICso fur die
Inhibition von CDK12 und CDK13 betragt in vitro 158 nM bzw. 69 nM. Auch CDK7 und CDK9
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werden durch THZ531 inhibiert. Allerdings fallt die Inhibition mit einem ICso von 8.5 uM bzw.
10.5 uM mehr als 50-fach schwacher aus (Zhang et al., 2016). Die Inhibition von CDK12/13
hat eine friihzeitige Termination der Transkription an intronischen Polyadenylierungsstellen
(IPA) zur Folge. Dabei sind vor allem lange Gene betroffen, welche mehrere IPAs besitzen.
Die Genlange korreliert dabei mit der Herunterregulation der Expression des jeweiligen Gens.
Aufgrund der Inhibition von CDK12/13 fuhrt die Behandlung mit THZ531 vor allem zu einer
verringerten Expression von DNA-Reparaturgenen und Replikationsgenen. Die blockierte
Expression der DNA-Reparaturgene (wie beispielsweise BRCA1 und BRCA2) hat eine
Genominstabilitat zur Folge. THZ531 reduziert die Zellproliferation bzw. induziert den
Zellzyklus-Arrest in der G2/M Phase. AulRerdem hat THZ531 pro-apoptotische Wirkungen (Fan
et al., 2020; Krajewska et al., 2019; Zhang et al., 2016). Unter Verwendung des ATP-
kompetitiven CDK12/13 Inhibitors SR-4835 konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden.
Dieser Inhibitor induziert ebenfalls den Zelltod in Brustkrebs-Zelllinien und wirkt in Synergie
mit PARP-Inhibitoren (Quereda et al., 2019). Auch in vivo Experimente zeigten, dass der
duale, ebenfalls kovalente CDK12/13 Inhibitor ZSQ836 das Tumorwachstum verringert. Die
abdominale Masse und das Tumorgewicht eines Ovarialkarzinoms nimmt in Xenograft-
Modellen nach der Behandlung mit ZSQ836 ab. Die Zellproliferation der Krebszellen wird
verringert und die Anzahl an apoptotischen Zellen nimmt zu (Cheng et al., 2022). Somit sind
auch spezifische CDK12/13 Inhibitoren potentielle anti-proliferative und pro-apoptotische
Mittel fur die Behandlung von Tumorerkrankungen. Besonders im Ovarialkarzinom spielt
CDK12 eine bedeutsame Rolle, da es sich hierbei um eines der 10 am h&ufigsten mutierten
Gene handelt (Cancer Genome Atlas Research, 2011). In einer ersten klinischen Studie
werden HGSOC-Organoide aus erkrankten Patienten mit THZ531 behandelt. Der Inhibitor wird
als Einzeltherapie oder als Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika getestet. Die
Ergebnisse der Studie stehen noch aus (Stand 13.09.2023) (https://clinicaltrials.gov/ct2/show
INCT04555473?term=THZ531&draw=2&rank=1).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass THZ531 die Spaltung der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP) zeit- und dosisabhéngig in HCT116 und HelLa Zellen induziert. PARP ist
involviert in die Reparatur von DNA-Schaden und eine Spaltung von PARP ist ein Hinweis auf
Apoptose (Oliver et al., 1998). Somit konnte in Ubereinstimmung mit der Literatur gezeigt
werden, dass THZ531 Apoptose induziert. Des Weiteren induziert THZ531 zeit- und
dosisabhéngig die Phosphorylierung der Histon H2A Variante H2AX (yH2AX). H2AX wird bei
auftretenden Doppelstrangbriichen phosphoryliert und dient daher als Marker flr DNA-
Schéaden (Burma et al., 2001). Analoge Befunde wurden bereits von weiteren Arbeitsgruppen
berichtet und verdeutlichen das Potential von THZ531 als anti-proliferativer und pro-
apoptotischer Wirkstoff (Krajewska et al., 2019; Zhang et al., 2016). Zuséatzlich zeigten die
Ergebnisse der Arbeit, dass eine langere Behandlung mit 1 pM THz531 (17 h) zu einer
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verringerten Phosphorylierung von Rb in den Krebszellen fihrte. Dies bestéatigte erneut einen
Effekt von THZ531 auf die Proliferation. In den IFTSECs und iFTSECs+Leervektor hatte
THZ531 keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von Rb.

Die Behandlung aller verwendeten Zelllinien mit 1 uM THZ531 fiihrte zu einer verringerten
Phosphorylierung von Ser2 der CTD. Daflr reichte bereits eine Inkubationszeit von 1 h aus.
Die Phosphorylierung von Ser2 der CTD spielt eine wichtige Rolle bei der Elongation der
Transkription (Buratowski, 2003; Egloff and Murphy, 2008; Harlen and Churchman, 2017).
Elongationsfaktoren und Spleil3faktoren werden nach dem CTD-Code lber die simultane
Phosphorylierung von Ser2 und Ser5 rekrutiert. Entlang des Gens wird Ser5 dephosphoryliert.
Ist am Ende des Gens lediglich Ser2 phosphoryliert, konnen Polyadenylierungs- und
Terminationsfaktoren rekrutiert werden. Somit spielen die Ser2-Phosphorylierung und
schlussfolgernd CDK12/13 eine wichtige Rolle bei der Elongation und Termination der
Transkription (Ahn et al., 2004; Buratowski, 2003; Komarnitsky et al., 2000). THZ531
beeinflusst somit wichtige Regulationsprozesse der Genexpression.

Um den Einfluss von THZ531 auf den IL-1-NF-kB Signalweg zu untersuchen, wurden die
verschiedenen Zellen nach 1 h Vorbehandlung mit THZ531 zuséatzlich mit IL-1 stimuliert. Die
im Folgenden beschriebenen Ergebnisse waren konsistent fur alle Zelllinien. Western Blot
Analysen zeigten, dass IkBa in allen Zelllinien nach 0.5 h IL-1 Stimulation abgebaut wird. Dies
erlaubt die Translokation von p65 in den Zellkern und die Aktivierung der NF-kB Zielgene. Die
(p65 NF-kB abhangige) Re-Synthese des NFKBIA Transkripts tritt wie beschrieben bereits
direkt nach der zytoplasmatischen Degradation von IkBa ein. Nach 3 h IL-1 steigt die Menge
des neu-translatierten IkBa im Zytosol wieder auf das Ausgangsniveau (vor der IL-1
Stimulation) und segregiert p65 NF-kB wieder im Zytosol. Au3erdem kompetitiert nukleares
IkBa mit p65 an den Promotoren der NF-kB-abhangigen Gene. Die Kombination dieser
Mechanismen und negativen feedback loops sorgen fir die schnelle, starke und zeitlich
begrenzte Aktivierung der NF-kB Zielgene (Arenzana-Seisdedos et al., 1997; Prescott et al.,
2021; Sun et al., 1993). Wurden die Zellen mit THZ531 behandelt, war die Re-Synthese von
IkBa deutlich verringert bzw. verlangsamt. Auch die IL-1 induzierte Synthese von
TNFAIP3/A20, eines weiteren Inhibitors von NF-kB, wurde herunterreguliert. THZ531
verlangsamt somit die Synthese der zwei potentesten, zytosolischen NF-kB Inhibitoren. Der
negative Regelkreis des Signalwegs wird beeinflusst. Dieser bedeutsame Effekt kdnnte in
Zukunft mit unabhangigen Methoden validiert und hinsichtlich seiner funktionellen Bedeutung

in komplexeren (auch préklinischen) Modellsystemen weiter untersucht werden.

Genexpressionsanalysen ausgewahlter IL-1 Zielgene mittels RT-gPCR zeigten, dass die
Behandlung der Zellen mit THZ531 zu einer erhdhten Expression einiger Gene (z.B. IL8,
CXCL2, CCL20) nach 3 h IL-1 Stimulation fihrte. Besonders die Expression von CXCL2 wurde
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in allen verwendeten Zelllinien stark induziert. Die verringerte Synthese von IkBa und A20 hat
einen Einfluss auf die NF-kB Aktivierung. NF-kB ist fir einen l&angeren Zeitraum aktiviert und
die Expression der Zielgene dadurch gesteigert. Auch die Expression von NFKBIA, codierend
fur IkBa, war nach 3 h IL-1 Stimulation in allen Zelllinien erhéht. Nach 0.5 h und 1 h IL-1
Stimulation konnte allerdings eine leichte Abnahme der mRNA Menge im Vergleich zu DMSO
behandelten Kontrollen beobachtet werden. Dies untermauerte die Vermutung, dass die
Synthese von IkBa lediglich verlangsamt und nicht ganzlich unterdrickt ist. Eine mdégliche
Erklarung hierfur ist die veranderte Phosphorylierung der CTD, was eine ineffizientere und
verlangsamte Genexpression zur Folge haben kann. Chirackal Manavalan et al., zeigten
bereits, dass die Inhibition von CDK12 zur Akkumulation bzw. Verschiebung von pSer2
ChIPSeg-Signalen vom 3’ Ende zur Genmitte flhrt. Dies deckt sich mit einer langsameren
Transkriptionsrate in den Genkoérpern (Chirackal Manavalan et al., 2019; Pilarova et al., 2020).
Im Gegensatz dazu zeigten die RT-qPCRs dieser Arbeit, dass die IL-1 induzierte Expression
von ICAM1 durch die Behandlung der Zellen mit THZ531 zu jedem Zeitpunkt unterdriickt wird.
ICAML1 codiert fir ein Adhasionsprotein, welches Zell-Zell-Interaktionen verstarkt und eine
wichtige Rolle bei der Leukozyten-Transmigration bzw. Rekrutierung spielt (Bui et al., 2020).
Aufgrund dieser differentiellen Effekte auf die Genexpression von verschiedenen Genen,
wurde die Analyse auf eine transkriptomweite Ebene ausgeweitet. Die RNASeq Analyse
zeigte, dass in iIFTSECs+Leervektor 1026 Gene nach 3 h IL-1 Stimulation mindestens vierfach
hochreguliert wurden, wenn die Zellen mit THZ531 behandelt wurden. Die Gene, welche im
Vergleich zur DMSO Kontrolle am signifikantesten induziert wurden, waren JUNB und EGR1.
Bei EGR1 (early growth factor) handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor und einen
Tumorsuppressor. Er spielt eine wichtige Rolle bei der Zellantwort auf Wachstumsfaktoren und
damit bei dem Zellwachstum. Eine erhdhte Expression von EGR1 wurde bei verschiedenen
Tumorerkrankungen entdeckt (Wang et al.,, 2021). Auch in den transformierten
IFTSECs+mutKRAS/Myc flihrte die THZ531-Behandlung zu einer Hochregulation von
1110 Genen nach 3 h IL-1 Stimulation. JUNB wurde in diesen Zellen ebenfalls als eines der
am signifikantesten hochregulierten Gene identifiziert. JUNB codiert fir eine Untereinheit des
AP-1 Transkriptionsfaktorkomplexes, welcher ebenfalls tber IL-1 aktiviert wird (Eferl and
Wagner, 2003; Jurida et al., 2015). Somit hat THZ531 einen starken induzierenden Effekt auf
die IL-1 vermittelte Genexpression einiger Zielgene, welcher sowohl in gesunden Zellen als
auch in transformierten Krebszellen in einem vergleichbaren AusmalR auftritt.
Anreicherungsanalysen der Gene, welche mindestens vierfach und signifikant hochreguliert
wurden, zeigten allerdings kaum eine Anreicherung von inflammatorischen Prozessen (unter
den TOP 20 tauchte lediglich der Prozess negative regulation of T cell mediated immunity auf).
Hauptsachlich wurden Prozesse wie RNA polymerase | promotor opening, mRNA 5 splice site

recognition und formation of SnRNP angereichert.
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Andererseits supprimierte THZ531 die Expression vieler IL-1 Zielgene. Es wurde bereits in
friheren Arbeiten gezeigt, dass die TNF induzierte Genexpression von pro-inflammatorischen
Zytokinen nach einer Behandlung von U937 Zellen mit THZ531 verringert ist. Der CDK
Inhibitor THZ531 fordert den TNF-induzierten Zelltod, was wiederrum eine verstarkte
Entzindungsreaktion z.B. durch die Aktivierung von infiltrierenden Phagozyten zur Folge hat
(Tanzer et al., 2021). Die transkriptomweite Analyse offenbarte, dass in den
iIFTSECs+Leervektor 995 Gene im Vergleich zur DMSO behandelten Kontrolle mindestens
vierfach herunterreguliert wurden. Auch in den iIFTSECs+mutKRAS/Myc wurde die IL-1
vermittelte Expression von 683 Genen verringert. Diese Ergebnisse verdeutlichen den
selektiven bzw. differentiellen Effekt von THZ531 auf die IL-1 vermittelte Genexpression. Unter
den Genen, deren Expression unterdrickt wurde, tauchten auch ICAM1 und VCAM1 auf.
Metascape-Analysen der herunterregulierten Gene zeigten, dass viele Prozesse, welche eine
Rolle bei der Entzlindungsreaktion spielen, signifikant angereichert wurden (cytokine signaling
in immune system, positive regulation of NF-kB transcription factor activity, NF-kB signaling, T
cell activiation usw.). THZ531 hat somit wie Flavopiridol eine supprimierende Wirkung auf die
Genexpression von Entziindungsgenen. Die Unterdriickung der Expression dieser Gene
koénnte ebenfalls durch die veranderte Phosphorylierung der CTD erklart werden. Es ist bereits
bekannt, dass THZ531 genspezifische Wirkungen hat, was vor allem dazu fiihrt, dass DNA-
Reparaturgene supprimiert werden. Dies ist auf eine friihzeitige Termination der Transkription
zuruickzufuihren (Choi et al., 2020; Chou et al., 2020; Pilarova et al., 2020). Eventuell hat
THZ531 ahnliche Effekte auf die IL-1 Zielgene. Eine effiziente Transkription ist vermutlich nicht
moglich. Allerdings wurden die supprimierenden Effekte bisher vor allem fur lange Gene
beschrieben, welche IPAs besitzen (Blazek et al., 2011; Dubbury et al., 2018; Krajewska et
al., 2019). Ein prominentes Gen, welches durch THZ531 herunterreguliert wird ist BRCA1
(Krajewska et al., 2019), welches ca. 125,000 Basen besitzt. ICAM1 hingegen besitzt lediglich
15,000 Basen. Es handelt sich hierbei somit eher um ein kurzes Gen, dessen IL-1 induzierte
Expression durch THZ531 supprimiert wird, so dass die Hemmung der Elongation durch
THZ531 mdglicherweise keine grof3e Rolle spielt. Da die Mechanismen der genspezifischen
Effekte von THZ531 unbekannt sind, kénnte in zuklnftig durch Analyse des mRNA turnovers

genauer analysiert werden, ob die Transkription supprimiert oder lediglich verlangsamt ist.

Die supprimierende Wirkung des Inhibitors war in den iFTSECs+mutKRAS/Myc gegeniber
den iFTSECs+Leervektor stark verringert. Dies zeigten sowohl die Western Blot Analysen als
auch die Genexpressionsanalysen. Gene, welche eine Rolle bei Prozessen wie positive
regulation of cell death, apoptotic signaling pathway, regulation of cytokine production,
leukocyte differentiation oder regulation of toll-like receptor signaling pathway spielen, wurden

in den iFTSECs+Leervektor mindestens vierfach  herunterreguliert. In  den
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IFTSECs+mutKRAS/Myc wurden diese Prozesse nicht angereichert. Die transformierten

Krebszellen schienen daher resistent gegentber der Inhibition von CDK12/13 zu sein.

Zusatzlich zu den Genexpressionsanalysen wurden Sekretomanalysen durchgefihrt, um die
Korrelation von mRNA Anderungen mit den letztlich in der Tumormikroumgebung
entscheidenden Anderungen des Sekretoms zu tiberpriifen. ELISA-Experimente zeigten, dass
IL-8, CXCL2 und CCL20 in allen verwendeten Krebs-Zelllinien durch die Behandlung der
Zellen mit THZ531 nach erfolgter IL-1 Stimulation (16 h) verstarkt sekretiert wurden. In den
IFTSECs und iFTSECs+Leervektor wurde hingegen keine signifikant verstarkte Sekretion
dieser Chemokine beobachtet. Das IL-1 induzierte shedding bzw. die Spaltung von ICAM1
wurde in allen verwendeten Zelllinien unterbunden. Auch die Olink Analyse offenbarte einen
differentiellen Effekt von THZ531. Allerdings wurde gezeigt, dass dieser Inhibitor insgesamt
einen sehr schwachen Hemmeffekt auf das Sekretom der Zellen hatte. Lediglich die Sekretion
von 7 Proteinen in den iFTSECs+Leervektor und 3 Proteinen in den iFTSECs+mutKRAS/Myc
wurde durch THZ531 nach erfolgter IL-1 Stimulation im Vergleich zu DMSO behandelten
Zellen verstarkt (log2FC = 2 und p < 0.05). Die Sekretion von TNF wurde in beiden Zelllinien
durch THZ531 erhoht. Im Gegenzug wurden 23 Proteine in den iFTSECs+Leervektor und
15 Proteine in den iFTSECs+mutKRAS/Myc herunterreguliert. Auch die Analyse des
Sekretoms deutete auf einen geringeren Effekt des Inhibitors auf die transformierten
Krebszellen hin. Die iFTSECs+mutKRAS/Myc schienen eine gewisse Resistenz gegentber
THZ531 zu entwickeln.

Die verflgbare Literatur suggeriert, dass es sich bei THZ531 in Bezug auf die anti-
proliferativen und pro-apoptotischen Effekte um einen vielversprechenden Inhibitor fur die
Tumortherapie handelt (Cesari et al., 2023; Shyamsunder et al., 2022; Zhang et al., 2016). Die
hier erhobenen Befunde stellen eine solche Anwendung mdglicherweise in Frage, da THZ531
zum einen pro-inflammatorische Effekte, die im Tumormikromilieu eine wichtige Rolle spielen,
differentiell modulieren kann und andererseits nicht besonders effektiv das Sekretom hemmt.
Die Ergebnisse zeigten, dass THZ531 sogar zu einer erhfhten Expression und Sekretion
einiger Chemokine fihrte. Normalerweise ist die Produktion und Freisetzung von Zytokinen
bzw. Chemokinen unter strikter Kontrolle (Yoo et al., 2009). Zytokine sind wichtige Mediatoren
der Zell-Zell-Kommunikation (Altan-Bonnet and Mukherjee, 2019). Aul3erdem regulieren
Zytokine das Zellwachstum. Eine unkontrollierte und konstitutive Expression hat tumor-
fordernde Effekte (Negus and Balkwill, 1996; Yoo et al., 2009).

Tumore mit einer CDK12-Mutation zeigen generell eine erhéhte Aktivierung von Chemokinen
wie beispielsweise CCL18 und CXCL8 (Wu et al., 2018). In dieser Arbeit wurde aul3erdem
CXCL2 als eines der Chemokine identifiziert, welches durch die THZ531-Behandlung verstarkt

sekretiert wird. Eine Uberexpression von CXCL2 ist assoziiert mit einer schlechteren Prognose
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im Ovarialkarzinom (Zhang et al., 2021a). Auch die IL-1 induzierte Expression bzw. Sekretion
von IL-8 wurde durch THZ531 verstarkt. Dieses Chemokin ist ein lokaler
Entziindungsmediator, welcher eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis und Degranulation von
Leukozyten spielt (Harada et al., 1994; Russo et al., 2014). Gleichzeitig hat IL-8 einen starken
Einfluss auf die Angiogenese, die Metastasierung und das Tumorwachstum (Zhu et al., 2012).
Antikorper, welche gegen IL-8 gerichtet sind, werden bereits als Krebstherapie getestet
(Bilusic et al., 2019; Liu et al.,, 2023). Bei einer Behandlung von Tumorerkrankungen mit
THZ531 sollten diese Aspekte beachtet werden, denn eine durch den Inhibitor bewirkte

erhdhte Expression der Zytokine kdnnte den gegenteiligen Effekt zur Folge haben.

Andererseits werden verschiedene Zytokin-Therapien bereits als Krebstherapie getestet oder
eingesetzt. IL-2, IFN, CCL21, G-CSF (CSF3) und GM-CSF (CSF2) fordern bekanntermal3en
eine anti-tumor Immunitat. Es kommt zu einer verstarkten Aktivierung des Immunsystems.
Klinische Studien mit IFNa, CSF, IL-2, IL-12, IL-15 und IL-21 zeigten bereits eine hohe
Effizienz in murinen Krebsmodellen (Conlon et al., 2019; Qiu et al., 2021). Eine erhthte
Expression der IL-1 Zielgene kénnte somit auch zu einer erhdhten Immunantwort fihren und
damit zur Tumorbekampfung beitragen. In diesem Fall konnte THZ531 vielleicht auch die
Wirkung von Immun-Checkpoint-Inhibitoren verstarken (Antonarakis et al., 2020; Li et al.,
2020; Wu et al., 2018).

Auf der anderen Seite supprimiert der Inhibitor die Expression und Sekretion vieler IL-1
Zielgene. Die Expression und Freisetzung von ICAM1 und VCAM1 wird beispielsweise
inhibiert. Beide Adhasionsmolekile férdern Tumorwachstum und Invasion. Eine Inhibition
kbnnte somit tumor-supprimierende Wirkungen haben. Fir den Einsatz von THZ531 fir die
Krebstherapie missen diese Aspekte somit exakt abgewogen werden. Wie die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, ist es daflr offenbar notwendig, die genauen Wirkmechanismen des

Inhibitors in jeder einzelnen Tumorentitat weiter aufzuklaren.

5.1.3 On und off target Effekte der zielgerichteten Degradation von CDK12 und CDK13
durch den PROTAC BSJ-4-116
CDK12 und CDK13 zeichnen sich im Vergleich zu anderen CDKs durch ein hohes

Molekulargewicht aus (Malumbres, 2014; Pilarova et al.,, 2020). Zusatzlich zur zentral

gelegenen Kinasedomane besitzen beide Kinasen, genauso wie viele Splei3faktoren (SR-
Proteine), mehrere Arginin- und Serin-reiche Regionen (RS-Regionen) am N-Terminus,
welche die Lokalisation von CDK12/13 in nuklearen speckles determinieren kdnnen. Des
Weiteren haben beide Kinasen Prolin-reiche Regionen, welche fir Protein-Protein und Protein-
RNA-Interaktionen wichtig sind (Choi et al., 2020; Ghosh and Adams, 2011; Ko et al., 2001;

Pilarova et al., 2020). Aus diesem Grund ist es interessant, den Phanotyp einer vollstandigen
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Degradation der Proteine im Vergleich zur Inhibition der enzymatischen Aktivitdt zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit ein sogenannter PROTAC (proteolysis-
targeting chimera) eingesetzt. Wie bereits in Kapitel 1.8.1 beschrieben, nutzt dieses Prinzip
zellpermeable, niedermolekulare Verbindungen, die einerseits ein Zielprotein binden und
andererseits eine E3-Ubiquitin-Ligase. Die rdumliche Nahe dieser Komponenten fuhrt zur
Ubiquitinierung und schlussendlich zum proteasomalen Abbau des Zielproteins. Dieser Ansatz
ist daher eine sehr interessante Alternative zur Blockade von Enzymen, insbesondere dann,
wenn das Protein neben der enzymatischen Funktion weitere Funktionen besitzt. In 2001
wurde der erste PROTAC gegen die Methionin-Aminopeptidase-2, ein in die Angiogenese und
andere Funktonen involviertes Metalloenzym, beschrieben (Sakamoto et al., 2001). Seitdem
wurden PROTACSs fir vielfaltige Anwendungen entwickelt (Nalawansha and Crews, 2020;
Ocana and Pandiella, 2020; Verma et al., 2020; Zhou et al., 2020), z.B. um die Degradation
von Rezeptoren (Jia and Han, 2023), Kinhasen (Buhimschi et al., 2018; Crew et al., 2018;
Cromm et al., 2018), Transmembranproteinen (Bensimon et al., 2020), GTPasen (Bond et al.,
2020) oder Transkriptionsfaktoren (Bai et al., 2019; Liu et al., 2021c) einzuleiten. Aktuell
werden PROTACSs, welche gegen den Androgen-Rezeptor (ARV-110), fur die Behandlung von
Prostatakrebs (Gao et al., 2022), oder gegen den Ostrogen-Rezeptor (ARV-471), fir die
Behandlung von Brustkrebs, gerichtet sind (Hamilton et al., 2022), in klinischen Phase | / Il
Studien getestet (Qi et al., 2021). Auch Uber Palbociclib-basierte PROTACSs fiir die induzierte
Degradation von CDK4/6 wurde kurzlich berichtet (Rana et al., 2019).

BSJ-4-116 ist ein PROTAC, welcher spezifisch gegen CDK12 gerichtet ist. Wie in Kapitel 1.8.1
bereits beschrieben, wurde als Grundgerist der Cereblon (CRBN)-abhéngige Multi-Kinase
PROTAC TL12-186 verwendet. Das 4-(1-Piperazinyl)-anilin von TL12-186 wurde durch ein
(R)-3-Aminopiperidin ersetzt, um den spezifischen CDK12-PROTAC zu erzeugen. Das (R)-3-
Aminopiperidin stammt dabei aus dem selektiven CDK12/13 Inhibitor THZ531 (Jiang et al.,
2021). Erste Ergebnisse zeigten, dass BSJ-4-116 pro-apoptotische und anti-proliferative
Effekte aufweist (Jiang et al., 2021). AuRerdem verursacht der PROTAC eine friihzeitige
Termination der Transkription von langen Genen durch die Verwendung von intronischen
Polyadenylierungsstellen, wovon offenbar vor allem DNA-Reparaturgene und
Replikationsgene betroffen sind. Auf3erdem sensitiviert BSJ-4-116 Jurkat und MOLT-4
Leukamiezelllinien fur PARP-Inhibitoren (Jiang et al., 2021). Diese spezifischen Effekte
demonstrieren eine erfolgte Degradation von CDK12 und sind vom Phanotyp her vergleichbar
mit den Effekten von THZ531 (Jiang et al., 2021; Zhang et al., 2016).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigten zunachst einige der zuvor genannten Phanotypen.
Zu nennen sind hierbei die anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekte des PROTACSs.
Mikroskopieaufnahmen und die Detektion von cleaved-PARP im Western Blot zeigten, dass

die Anzahl an apoptotischen Zellen dosis-abhangig zunahm. In Ubereinstimmung mit dem
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Konzept, dass CDK12 die RNA-Pol Il CTD phosphoryliert, wurde auch die Phosphorylierung
von Ser2 der CTD von RNA-Polymerase Il dosis-abhéngig reduziert. Hierfir war in HCT116
eine Konzentration von 500 nM erforderlich.

Weitere Experimente mit dieser Konzentration des PROTAC zeigten, dass nicht nur CDK12,
sondern auch CDK13 durch die Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 degradiert wird. Dieser
PROTAC ist somit nicht spezifisch fur CDK12.

Um den Einfluss auf den NF-kB Signalweg zu untersuchen, wurden HCT116 und HelLa Zellen
mit 500 nM BSJ-4-116 behandelt und zuséatzlich mit IL-1 stimuliert. Unerwarteterweise wurde
der IL-1 Signalweg durch die Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 auf mehreren Ebenen
beeinflusst. Die IL-1 induzierten Phosphorylierungen von IKKa, IKKB, IkBa und p65 waren
stark reduziert, genauso wie die Gesamtproteinmengen der jeweiligen Komponenten. IkBa
wurde allerdings weiterhin signalabhangig degradiert und re-synthetisiert, wobei die IkBa
Gesamtproteinmenge stets verringert war. Downstream im IL-1 Signalweg zeigten
Genexpressionsanalysen, dass die Expression aller getesteten IL-1 Zielgene ebenfalls stark
reduziert war. Doch nicht nur die Expression von IL-1 Zielgenen, sondern auch die Expression
von IKBKB und IKBKG mRNAs war verringert. Diese Transkripte codieren fir IKKB und IKKy
und somit fur upstream Komponenten des IL-1 Sighalwegs. BSJ-4-116 hat somit einen

Einfluss auf den gesamten IL-1 Signalweg.

Die publizierte ICsovon BSJ-4-116 fir CDK12 liegt in vitro (Jurkat T-Zellen) bei 6 nM und damit
bei einer sehr geringen Konzentration (Jiang et al., 2021). Aus diesem Grund war es wichtig,
die Dosisabhéangigkeit der zuvor genannten Effekte zu untersuchen. Sowohl 250 nM als auch
100 nM BSJ-4-116 reichten aus, um neben CDK12 auch CDK13 unspezifisch zu degradieren,
wobei bei 100 nM keine Reduzierung der Phosphorylierung von Ser2 der CTD mehr
nachgewiesen werden konnte. Die Effekte auf den IL-1 Signalweg waren unter Verwendung
von 250 nM BSJ-4-116 vergleichbar zu denen unter Verwendung von 500 nM BSJ-4-116.
Aulerdem wurde die IL-1 induzierte Expression und Sekretion der IL-1 Zielgene weiterhin
reduziert. Wurden lediglich 100 nM BSJ-4-116 eingesetzt, so traten die Effekte auf den IL-1
Signalweg in einem verringerten Ausmafd auf. Insbesondere die IL-1 induzierten
Phosphorylierungen von IKKB, IkBa und p65 waren aber weiterhin eindeutig vermindert.
Dagegen waren 100 nM BSJ-4-116 nicht mehr ausreichend, um die IL-1 induzierte Sekretion
von IL-8, CXCL2 und CCL20 zu supprimieren. Experimente mit Dosen < 100 nM erschienen

deshalb im Kontext der hier untersuchten Modellsysteme nicht sinnvoll.

Neben der Dosisabhéngigkeit zeigten weitere Ergebnisse, dass der PROTAC BSJ-4-116 den
IL-1 Signalweg auch zeitabhéngig beeinflusste. Wahrend die erwartete Degradation von
CDK12 (und von CDK13) erst bei einer Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 fir 24 h

nachweisbar war, traten einige der inhibitorischen Effekte auf den IL-1 Signalweg (z.B. die
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reduzierte Phosphorylierung und Gesamtproteinmenge von IkBa) bereits nach 3 h Behandlung
mit BSJ-4-116 auf. Auch die induzierte Genexpression aller getesteten IL-1 Zielgene war
bereits nach 3 h BSJ-4-116-Behandlung reduziert. Demgegentber wurde die Suppression der
IL-1 induzierten Phosphorylierungen von p65 und IKKB erst nach 24 h Behandlung mit
BSJ-4-116 beobachtet und korrelierte daher mit dem Zeitpunkt der im Western Blot messbaren
Reduktion der CDK12 und CDK13 Gesamtproteinmengen.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist daher die Beobachtung, dass ein neuer gegen CDK12
gerichteter PROTAC einerseits sehr wirksam CDK12 degradiert, andererseits aber nicht nur
ahnlich effektiv einen Abbau der CDK13 Isoform induziert, sondern auch dosis-und
zeitabhangig off target Effekte auf das gesamte IL-1-NF-kB System ausiibt. Die schnellen
(innerhalb von 3 h auftretenden) Effekte wurden dabei bei noch normalen CDK12/13 Leveln
beobachtet und scheinen damit komplett unabhéngig von einer CDK12/13 Degradation zu
sein. Dieser PROTAC ist daher fiir die Untersuchung der spezifischen, mechanistischen Rolle
von CDK12/13 bei der basalen und (Zytokin-) induzierbaren Genexpression problematisch.

Fur diese unerwarteten Phanotypen kommen mehrere magliche Erklarungen in Betracht. Es
konnte sein, dass nach Passage der Zellmembran der PROTAC die ATP Bindungsstelle von
CDK12 schnell und stabil bindet, so dass die Kinaseaktivitat bereits innerhalb sehr kurzer Zeit
gehemmt wird, wahrend die Ubiquitinierungs-abhangige Degradation zeitlich verzdgert
einsetzt. Dies ware plausibel, da die Struktur von BSJ-4-116 auf dem CDK12/13 Inhibitor
THZ531 basiert, welcher in Nahe der ATP-Bindestelle bindet (Jiang et al., 2021). Insofern
waren die schnellen zellularen Effekte von der Proteinkinaseaktivitdt dominiert, wahrend die
spaten Effekte den Verlust des gesamten CDK12 Proteins reflektieren. Um diese Hypothese
zu Uberpriufen und zwischen den Effekten zu differenzieren, kdnnten Cereblon-Inhibitoren (z.B.
Thalidomid, MLN4924 oder Lenalidomid) eingesetzt werden, die den Abbau der Zielproteine
durch das Proteasom verhindern (Jiang et al., 2021; Lopez-Girona et al., 2012).

Eine weitere Erklarung ware, dass der PROTAC an die Kinasedomane der anderen
untersuchten Proteinkinasen aus dem IL-1-NF-kB Signalweg bindet und so z.B. IKKs oder
TAK1 inhibiert. Eine ,Kreuzreaktion® von ATP-kompetitiven oder irreversiblen Proteinkinase
Inhibitoren ist ein haufig beobachtetes Phanomen und sehr intensiv untersucht worden (Bain
et al.,, 2003; Bain et al.,, 2007; Davies et al., 2000) Es gibt sogar in der Tumortherapie
eingesetzte Multi-Proteinkinasehemmstoffe, die gezielt genutzt werden, weil sie weniger
selektiv sind und mehrere Proteinkinasen vergleichbar effektiv inhibieren (Cohen et al., 2021).
Ein Beispiel hierfir ist Sorafenib (Nexavar®), welches fur die Behandlung von
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen, beim hepatozellularen Karzinom (HCC) und beim
differenzierten Schilddrisenkarzinom zugelassen ist und die Aktivitdt von CRAF, BRAF,
V600E, BRAF, c-KIT und FLT-3, CRAF, VEGFR-2, VEGFR-3 und PDGFR- inhibiert (Gild et
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al., 2021; Wilhelm et al., 2006). Weitere Multikinase-Inhibitoren, welche fir die Behandlung
von Tumorerkrankungen eingesetzt werden sind Imatinib und Regorafenib (Capdeville et al.,
2002; Freissmuth et al., 2019).

Uber solche Effekte und potentiell nutzbare pharmakodynamische Eigenschaften bei der
Anwendung in préklinischen Modellen oder im Menschen ist bei PROTACS nur sehr wenig
bekannt und diese Substanzen werden aktuell eher wegen ihrer Spezifitat diskutiert (Bekes et
al., 2022).

In diesem Zusammenhang ist wichtig zu erwdhnen, dass bereits in der Erststudie zu
BSJ-4-116 in Proteomanalysen von Jurkat T-Zellen, die fir 8 h mit 50 nM der Substanz
behandelt wurden, die CDK13 Kinase durch BSJ-4-116 supprimiert wurden. Eine
umfangreiche in vitro Messung der Proteinkinaseaktivitéat, ein sogenannter KINOME Scan,
zeigte zudem, dass mehrere MAP-Kinasen (MAPK9, MAPK10, MAPKS8, MAPK15, MAPK3,
MAPK1) durch BSJ-4-116 in einer Konzentration von 1 uM gebunden werden (Percent of
control - PoC < 35) (Jiang et al., 2021). Fur die Auslésung messbarer zell-basierter Effekte
waren in dieser Arbeit BSJ-4-116 Konzentrationen zwischen 100-250 nM erforderlich. Diese
Konzentrationen sind niedrig bzw. im Ublichen Rahmen hochpotenter Proteinkinasewirkstoffe
(Bain et al., 2003; Bain et al., 2007). Sie waren allerdings eventuell trotzdem bereits zu hoch
fur einen selektiven Effekt auf CDK12 oder zeigen eine geringe therapeutische Breite von
BSJ-4-116 in Bezug auf die Differenz der Konzentrationen, welche erwinschte bzw.

unerwinschte off target Effekte auslosen.

Basierend auf diesen Ausfuhrungen sind die in dieser Arbeit identifizierten off target Effekte
von BSJ-4-116 daher nicht nur negativ zu bewerten, sondern kdnnten moglicherweise auch,
ahnlich wie bei Sorafenib oder Imatinib, therapeutisch genutzt werden. Hierbei sollten auch
weitere PROTACs fur CDK12 wie der PROTAC PP-C8 (Niu et al.,, 2022) oder der duale
CDK12/13 Degrader 7f (Yang et al., 2022) detailliert und im Vergleich zu BSJ-4-116 getestet
werden. PP-C8 fihrt im Gegensatz zu BSJ-4-116 auch zu einem Abbau von Cylin K, dem
prinzipiellen mit CDK12/13 interagierenden Cyclin (Niu et al., 2022). Aufgrund der ahnlichen
Kinasedomanen (93 % Sequenzhomologie) wird es auch zukiinftig sehr schwer sein, einen
spezifischen Inhibitor bzw. PROTAC fir CDK12 oder CDK13 zu entwickeln (Pilarova et al.,
2020). Trotzdem zeigt diese neue Klasse an anti-CDK12/13 Wirkstoffen sehr interessante
pharmakodynamische Eigenschaften aufgrund ihrer kombinierten pro-apoptotischen, anti-
proliferativen und, wie in dieser Arbeit gezeigt, anti-inflammatorischen Effekte im Zytokin-
regulierten NF-kB System. Die weitere Untersuchung von BSJ-4-116 sollte daher in
praklinischen Modellen der Entziindung und eines pro-inflammatorischen Tumormikromilieus

erfolgen.
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5.1.4 Einfluss der konditionalen, genetischen Depletion von CDK12
Zusatzlich zur Verwendung des PROTACs wurden genetische Modelle verwendet, um CDK12

und CDK13 gezielt und spezifisch zu depletieren. Das hier etablierte Auxin-induzierbare
Depletionssystem ist fir CDK12 bis jetzt nicht verfigbar gewesen. Der wesentliche Vortelil ist
die zuigige und reversible Depletion des Zielproteins.

Die Charakterisierung von mehreren CDK12-Degron monoklonalen HCT116 Zelllinien zeigte
insgesamt erniedrigte basale CDK12 Level. Dies ware erklarbar mit einer gewissen leakiness
der tet-regulierbaren OsTIR1 Expression, so dass CDK12 permanent in einem geringen Maf3
abgebaut wird. Hierbei handelt es sich um ein Phdnomen, welches bereits fir andere Faktoren
(z.B. NCBP1 und SIN3A) in diesem System gezeigt wurde (unpublizierte Daten - AG Kracht).
Alternativen wéren ein vor kurzem publiziertes optimiertes System mit einer OsTIR1 Mutante
(Yesbolatova et al., 2020) oder die Verwendung des Auxin-Degradationsinhibitors Auxinol
(Yesbolatova et al., 2019). Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten allerdings, dass Auxinol
keinen Einfluss auf die Re-Synthese von NCBP1 hatte. Auffallig war weiterhin, dass auch die
induzierte Expression von OsSTIR1 in den HCT116 tet-OsTIR1 CDK12-mAID-(mClover)-
Monoklonen im Vergleich zu HCT116 tet-OsTIR1 WT Zellen verringert war, was aber keinen
Einfluss auf die Auxin-induzierbare Degradation von CDK12 in verschiedenen monoklonalen
Zelllinien hatte.

Da die CDK12-Degron Monoklone normal proliferierten und vor allem eine unveranderte IL-1
induzierbare Signaltransduktion und Genexpression zeigten, wurde entschieden, eine dieser

aufwandig hergestellten Zelllinien genauer zu charakterisieren.

Entgegen des gangigen Konzeptes von CDK12 als CTD Kinase, hatte die Auxin-vermittelte
Depletion von CDK12 keinen Einfluss auf die im Zellextrakt gemessene globale
Phosphorylierung von Ser2 der CTD (Bartkowiak et al., 2010; Blazek et al., 2011). Neuere
Arbeiten deuteten bereits auf off target Effekte von THZ531 bei hoheren Konzentrationen hin
(Chirackal Manavalan et al., 2019; Krajewska et al., 2019). Es scheint so zu sein, dass eine
relativ geringe, globale Abnahme der Ser2-CTD Phosphorylierung vor allem tber einem
Subset an Genen der DNA damage response beobachtet wird und die starkeren Effekte von
THZ531 durch off target Effekte erklart werden.

Um mdgliche redundante Funktionen von CDK12/13 zu identifizieren, erfolgte zusatzlich eine
parallele Depletion von CDK13 mittels siRNAs. Weder die isolierte Depletion von CDK12 noch
die Ko-Depletion von CDK12/13 hatte einen mit THZ531 oder BSJ-4-116 vergleichbaren Effekt
auf die IL-1 Signaltransduktion. Insgesamt waren die IL-1 induzierten Phosphorylierungen von
p65, IkBa und IKKB nur leicht reduziert. Auch die Genexpressionsanalysen zeigten, dass
lediglich die mRNA Expression von CXCL2 und NFKBIA leicht reduziert war, wenn die Zellen

mit siCDK13 transfiziert und mit Auxin behandelt wurden. Insgesamt sorgte die Ko-Depletion
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beider Kinasen fir einen verstarkten Effekt im Vergleich zur Depletion nur einer der beiden
Kinasen. Der Effekt auf den IL-1 Signalweg blieb aber insgesamt gering. Diese Befunde
wurden erst gegen Ende der Arbeit erhoben und bedirfen daher einer Validierung in
zumindest einem weiteren CDK12-Degron Klon und einer ausfuhrlicheren Untersuchung von
verschiedenen Ebenen der Genexpression. Vor kurzem wurde beschrieben, dass eine akute
Hemmung von CDK12 mit dem zellpermeablen ATP-Adenin Analog 1-NM-PP1 in HeLa CDK”S
(analogue sensitive) Zellen zu einem geanderten SpleiBmuster und vor allem auch einer
geénderten mMRNA Halbwertszeit von vielen Genen fihrt. In diesen Zellen wurde die ATP
Bindungsstelle durch CRISPR/Cas9 so mutiert, dass die Kinase spezifisch nur durch 1-NM-
PP1 gehemmt wird. Dies lie darauf schlieBen, dass CDK12 sowohl eine Rolle bei der
Elongation, der Termination aber auch beim Spleien und dem mRNA turnover spielt
(Bartkowiak et al., 2015; Magnuson et al., 2022). Es ist daher denkbar, dass in den CDK12-
Degron Zellen verringerte Transkriptions-, Elongations- oder SpleiRraten durch verlangerte
MRNA Halbwertszeiten Uber einen post-transkriptionellen Mechanismus ausgeglichen werden
und sich die mRNA Spiegel der bisher untersuchten IL-1-NF-kB Zielgene nur gering gedndert
haben. Ein solches Phanomen wird als transcript buffering beschrieben (Timmers and Tora,
2018). Um diese Hypothese zu uberprifen, kénnte vor und nach Auxin-abhangiger CDK12
Depletion der mRNA turnover mittels metabolischer Markierung der Nukleotide oder mittels
Puls-chase Experimenten fir einzelne Transkripte oder auch transkriptomweit durch nascent
RNAseq untersucht werden (Lugowski et al., 2018; Palozola et al., 2021; Wissink et al., 2019).

Zusammenfassend relativieren die Ergebnisse in dem Auxin-regulierbaren System die globale
Rolle von CDK12/13 in einem induzierbaren (d.h. Zytokin-stimulierbaren) System und fiihren,
im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen mit den pharmakologischen Inhibitoren, zu der
interessanten und neuen Schlussfolgerung, dass im IL-1-NF-kB Signalweg der Verlust von
CDK12/13 kompensiert werden kann oder dass diese Proteinkinasen im kanonischen IL-1-
NF-kB Signalweg keine essentielle Rolle spielen. Auch in der Literatur sind bereits haufiger
Subsets an CDK12/13 regulierten Genen beschrieben worden (Blazek et al., 2011; Chirackal
Manavalan et al., 2019; Dubbury et al., 2018; Krajewska et al., 2019), was wiederum damit
vereinbar waren, dass beide Kinase selektive und nicht globale Funktionen in der

transkriptionellen und posttranskriptionellen Regulation von Genen ausiben.

5.1.5 Eine vergleichende, zusammenfassende Betrachtung der CDK12/13 Inhibitoren und
ihrer Effekte auf den IL-1 Signalweg
CDKs wurden in dieser Arbeit pharmakologisch und genetisch perturbiert, um die

resultierenden Phanotypen in Bezug auf die IL-1 induzierte NF-kB Aktivierung, Genexpression
und Proteinsekretion systematisch zu untersuchen. Daflr wurden verschiedene Zellsysteme
verwendet: (i) HCT116 Colonkarzinomzellen, (2) HelLa Zervixkarzinomzellen, (iii) OVCAR-4
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Ovarialkarziomzellen und (iv) fallopian tube secretory epithial cells (iIFTSECs), welche
entweder mit einem Leervektor transduziert oder mittels Uberexpression von MYC und
Expression einer gain-of-function KRAS-Mutante transformiert wurden. All diese Zellen
wurden in Anwesenheit oder Abwesenheit verschiedener CDK Inhibitoren mit IL-1 stimuliert
und systematisch untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zellmodelle eine ahnliche IL-1
Responsivitat aufwiesen. Somit war eine vergleichende Analyse ermdglicht.

Die Transformation der iFTSECSs fiihrte zu einer erhéhten Proliferationsrate der Zellen (Dreute,
2023). AuBerdem war die Phosphorylierung von Rb in den iFTSECs+mutKRAS/Myc im
Vergleich zu untransformierten iIFTSECs stark erhtht. Transkriptomweite Analysen zeigten,
dass die Transformation der iFTSECs ein verandertes Genexpressionsprofil zur Folge hatte.
Eine Uberexpression von Myc hat massive Auswirkungen auf die Zelle, da die Anzahl an Myc-
regulierten Genen und biologischen Prozessen sehr grof3 ist. Nahezu jeder anabolische und
wachstumsfordernde Prozess ist von Myc abhangig. Myc ist somit ein starkes Onkogen
(Ahmadi et al., 2021; Baluapuri et al., 2020; Dong et al., 2020; Duffy et al., 2021). Die
Expression von CDK12 und CDK13 wurde allerdings nicht beeinflusst. In Bezug auf den IL-1
Signalweg zeigten die Analysen, dass die IL-1 Responsivitdt der transformierten Zellen
verringert war. Der Prozess interferon signaling wurde in den iFTSECs+mutKRAS/Myc im
Vergleich zu den iIFTSECs+Leervektor durch die IL-1 Stimulation nicht induziert. Interessant
ware eine Behandlung der Zellen mit IFNy, um eine Responsivitat fur dieses Interferon zu
untersuchen. Zudem wurden einige IL-1 Zielgene (NFKBIA, ICAM1, BIRC3) in den
IFTSECs+mutKRAS/Myc in einem geringen Ausmald exprimiert, wahrend die Sekretion von

CXCL2 erhéht war. Die Sekretion von CCL20 und ICAM1 war wiederum verringert.

Alle verwendeten CDK Inhibitoren (Flavopiridol, THZ531 und BSJ-4-116) zeigten einen
negativen Einfluss auf die Proliferation der Zellen (Abb. 5.1). Die Phosphorylierung von Rb
wurde durch Flavopiridol deutlich verringert. Auch THZ531 hatte nach einer langeren
Behandlungszeit einen reduzierenden Einfluss auf die Rb-Phosphorylierung. Mikroskopisch
konnte mit allen Inhibitoren eine erhdhte Anzahl an apoptotischen Zellen festgestellt werden.
THZ531 und BSJ-4-116 fuhrten zu einer detektierbaren Menge an cleaved-PARP, einem
Apoptose-Marker (Oliver et al., 1998). Somit zeigten alle verwendeten pharmakologischen
CDK Inhibitoren einen anti-proliferativen und pro-apoptotischen Effekt. Die Degradation von
CDK12 und CDK13 mittels genetischer Modelle hatte hingegen keinen sichtbaren Einfluss auf

die Proliferation und Viabilitat der Zellen.

Zudem beeinflussten alle drei Inhibitoren die RNA-Polymerase Il. Sowohl die Ser2-
Phosphorylierung als auch die Gesamtproteinmenge von Pol Il war jeweils reduziert. Die
Auxin-induzierte Degradation von CDK12 hatte keinen Einfluss aus die CTD-

Phosphorylierung.
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Auf den IL-1 Signalweg hatten die Inhibitoren hingegen divergierende Einfliisse. Flavopiridol
supprimierte die Re-Synthese von IkBa vollstéandig. Auch die IL-1 induzierte Synthese von A20
wurden vollstandig unterdriickt. Die Phosphorylierung und Gesamtproteinmenge von p65
wurde lediglich affektiert, wenn die Zellen fir einen Zeitraum von mindestens 17 h mit
Flavopiridol behandelt wurden. Der selektive CDK12/13 Inhibitor THZ531 hatte lediglich eine
verlangsamte bzw. verringerte (Re)-Synthese von IkBa und A20 zur Folge. Die Synthese war
nicht vollstandig supprimiert. Auch hier wurde die Phosphorylierung und Gesamtproteinmenge
von p65 lediglich reduziert, wenn die Zellen fir einen Zeitraum von mindestens 17 h mit
THZ531 behandelt wurden. Der PROTAC BSJ-4-116, welcher die Degradation von CDK12
(und nachweislich auch CDK13) induziert, supprimierte hingegen die Aktivitat aller getesteten
Komponenten des NF-kB Signalwegs. Sowohl die Gesamtproteinmengen als auch die IL-1
induzierten Phosphorylierungen von IKKs, IkBa und p65 waren reduziert. AuRerdem war die
(Re)-Synthese von IkBa und A20 blockiert. Die genetische Degradation von CDK12 und
CDK13 mittels Degron-Induktion oder siRNAs hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung des
IL-1 Signalwegs.

Die IL-1 induzierte Genexpression und Proteinsekretion wurde von Flavopiridol vollstandig
supprimiert. Die Behandlung der Zellen mit BSJ-4-116 fihrte ebenfalls zu einer verringerten
MRNA Menge und Proteinmenge aller getesteten Gene/Proteine. Allerdings war der
supprimierende  Effekt im  Vergleich  zu Flavopiridol  abgeschwacht  und
konzentrationsabhangig. THZ531 hatte hingegen einen differentiellen Effekt auf die
Genexpression und Proteinsekretion. Einige Gene wurden verstarkt exprimiert, wahrend die
Expression anderer Gene verringert wurde. Die iIFTSECs+mutKRAS/Myc schienen im
Vergleich zu iFTSECs+Leervektor eine gewisse Resistenz gegenliber THZ531 zu entwickeln.
Die Effekte von Flavopiridol waren hingegen unabhangig vom genetischen Status der Zellen.
Die simultane Degradation von CDK12/13 fiihrte lediglich zu einer signifikant verringerten

Expression von NFKBIA.

Zusammenfassend zeigen alle drei Inhibitoren einen supprimierenden Effekt auf die
transkriptionelle Elongation, die Proliferation und die Zellviabilitat. Die Effekte auf die
IL-1-NF-kB vermittelte Genexpression und Proteinsekretion unterscheiden sich allerdings.
Diese unterschiedlichen Effekte kdnnten durch off target Effekte oder nicht-kanonische
Funktionen der CDKs erklart werden. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass CDK12
in HCT116 CDK12”S Zellen, in denen CDK12 spezifisch durch ein Adenin-Analogon inhibiert
werden kann, neben der CTD noch weitere Substrate phosphoryliert (Qiu et al., 2023). Auch
4E-BP1, ein Translationsrepressor, wurde als Substrat von CDK12 identifiziert (Choi et al.,
2019). Dass die spezifische Degradation von CDK12 und CDK13 iiber genetische Modelle nur
schwache Effekte auf den IL-1-NF-kB Signalweg aufweist, I&sst darauf schlie®en, dass beide

Kinasen hochspezifische Funktionen haben, welche durch andere CDKs kompensiert werden
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kénnen. Andererseits weisen die Daten auf einen nicht-kanonischen, IL-1 regulierten Weg der

Genexpression hin.

IL-1 Transformation | Flavopiridol | THZ531 | BSJ-4-116| Depletion
Transkription / p(S2)-Pol Il
Elongation Polll
Proliferation Mikroskopie
p(S807/811)-Rb
DNA-Schéden yH2AX
Apoptose cleaved-PARP

I Axtivierender Effekt
[ Inaktivierender Effekt

[ Kein Effekt
[ Nicht untersucht

IL-1 Signalweg

IL-1 induzierte
Genexpression

IL-1 induzierte
Proteinsekretion

Abb. 5.1 Schematische Zusammenfassung der beobachteten Phanotypen der verschiedenen
pharmakologischen Inhibitoren und genetischen Modelle.

CDKs wurden pharmakologisch (Flavopiridol. THZ531, BSJ-4-116) oder genetisch (Auxin-induzierte Degradation,
siRNAs) perturbiert, um die resultierenden Phanotypen in Bezug auf die IL-1 induzierte NF-kB Aktivierung,
Genexpression und Proteinsekretion systematisch zu untersuchen. rot: Aktivierung; blau; Inaktivierung; grau: kein
Effekt; weil3: N/A (nicht untersucht).

5.2 Unvoreingenommene Identifizierung des IL-1 induzierten Sekretoms in
Anwesenheit von Serum

Das sezernierte Proteom umfasst die Gesamtheit aller Proteine, welche von den Zellen in den
extrazellularen Raum abgegeben werden und wird im nachfolgenden Text vereinfacht als
Sekretom bezeichnet, auch wenn das komplette Sekretom einer Zelle weitere Bestandteile
enthéalt (beispielsweise Lipide, Nukleinsauren etc.). Aufgrund der essentiellen Bedeutung des
Sekretoms fiir die Zell-Zell-Kkommunikation, z.B. wahrend einer Entziindungsreaktion oder im
Tumormikromilieu, ist es von grofem Interesse, das Sekretom unvoreingenommen zu
entschlisseln (Capece et al., 2018; Ritchie et al., 2021). Analysen des Sekretoms Uiber ELISA
oder Cytokine Arrays sind sehr spezifisch und quantitativ, bilden allerdings nur einen kleinen
Teil des Sekretoms ab und benétigen jeweils hochspezifische Antikérper. Dadurch wird das
Spektrum der mdglichen Analysen reduziert. Dies gilt auch fir die immerhin knapp 3000
humanen Proteine, die mittlerweile tGber sehr gut validierte Antikérper und proximity extension
assays (PEA) von der Firma Olink analysiert werden kénnen (Stenken and Poschenrieder,
2015; Wik et al., 2021). Es besteht daher ein groRer Bedarf an generischen Methoden, um
sezernierte Proteome unvoreingenommen und Spezies-unabhangig vermessen zu kdénnen.

Aus diesem Grund war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, eine Methode im IL-1 System zu
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etablieren, welche die Erfassung des Sekretoms Uber massenspektrometrische Analysen
erlaubt.

Die im Serum hochgradig abundanten Proteine (Albumin, Hamoglobine, IgGs etc.), welche im
mg/ml Bereich vorliegen, kdnnen die Detektion und Quantifikation weniger abundanter
Proteine (im ng/ml Bereich) verhindern oder Uberlagern, so dass die Analyse des Sekretoms
in Anwesenheit von Serum grundséatzlich herausfordernd ist (Eichelbaum and Krijgsveld, 2014;
Eichelbaum et al., 2012; Knecht et al, 2023). Allerdings gelingt es mittlerweile
hochspezialisierten Laboren, Proteine auch in Patientenkohorten aus humanem Plasma zu
identifizieren (Geyer et al., 2019; Niu et al.,, 2019; Sachs et al.,, 2021). Wegen dieser
Problematik wurden und werden viele Sekretomanalysen von Zellkulturen unter Serum-freien
Konditionen durchgefihrt (Dowling and Clynes, 2011; Shin et al., 2019; Yoodee et al., 2021).
Dies fuhrt allerdings zu verzerrenden Effekten, da die Zellen oder Gewebe dabei
Hungerbedingungen ausgesetzt sind (Rashid and Coombs, 2019). Eine Serum-Depletion hat
Konsequenzen fir die Expressions- und Phosphorylierungslevels multipler Proteine (Hasan et
al.,, 1999; Levin et al., 2010; Pirkmajer and Chibalin, 2011; Shin et al., 2019). Aul3erdem
beeinflusst der Serumentzug den zellularen Energiestoffwechsel (Lorenz et al., 2023) und fuhrt
zu einem Zellzyklusarrest (Oya et al., 2003; Shin et al., 2008). Deshalb wurde in dieser
Dissertation eine Methode etabliert, die es erlaubt, die IL-1-regulierte Sekretomantwort in

Serum-kultivierten Zellen zu erfassen.

Hierfir wurde fur die Analyse von Proteinen ein noch relativ neuer Ansatz gewahlt, welcher
auf der sogenannten CLICK chemistry (KLICK Chemie oder KLICK Reaktion) basiert (Parker
and Pratt, 2020). Eine klassische KLICK Reaktion ist eine Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition, bei der ein Azid mit einem Alkin konjugiert wird, wobei ein Triazol entsteht
(Meldal and Wenzel Tornoe, 2008; Rostovtsev et al., 2002; Tornoe et al., 2002). Lebende
Zellen kdnnen flexibel mit einer Substanz, welche eine Alkingruppe oder eine Azidgruppe
enthalt, markiert werden. AnschlieRend wird die KLICK Reaktion in situ (z.B. auf Schnitten)
oder in vitro (nach Lyse der Zellen) durchgefiihrt. Die Substanz wird dabei mit einem Biosensor
konjugiert, welcher ebenfalls eine Alkingruppe oder eine Azidgruppe tragt. Bekannte
Substanzen fur die Markierung von neu-synthetisierten Proteinen sind L-Homopropargylglycin
(L-HPG), ein Methionin-Analogon mit Alkingruppe, O-Propargyl-Puromycin (OPP), ein
Puromycin-Analogon mit Alkingruppe, und L-Azidohomoalanin (AHA), ein Methionin-Analogon
mit Azidgruppe. Auch neu-synthetisierte RNA kann unter Verwendung des Uridin-Analagons
5-Ethynyluridin (5-EU) markiert werden. Als Biosensor kdnnen beispielsweise Biotin-Azid bzw.
Biotin-Alkin verwendet werden. Nach der KLICK Reaktion werden biotinylierte Makromolekiile
Uber Streptavidin aufgereinigt. Alternativ kdnnen Fluoreszenzfarbstoffe mit Alkin- oder
Azidgruppen verwendet werden, um markierte Proteine oder RNAs mikroskopisch zu

visualisieren (Beatty et al., 2006; Dieterich et al., 2006; Forester et al., 2018; Jao and Salic,
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2008; Meldal and Wenzel Tornoe, 2008; Saleh et al., 2019). In 2022 wurde der Nobelpreis fur
Chemie fur die Entwicklung der KLICK Chemie und der bioorthogonalen Chemie an Carolyn
Bertozzi, Morten Meldal und Barry Sharpless verliehen (Royal Swedish Academy of Sciences,
2022).

In der Literatur existiert eine begrenzte Anzahl an Arbeiten, welche unterschiedliche Varianten
dieses Ansatzes fur Sekretomanalysen verwendet haben, allerdings bisher noch nicht fur ein
Zytokin-reguliertes System (Eichelbaum and Krijgsveld, 2014; Eichelbaum et al., 2012; Shin
et al., 2022; Zheng et al., 2021). Beispielsweise wurde in verschiedenen Zellen (z.B. PC3 oder
WPMY-1 Zellen) in Anwesenheit und Abwesenheit von Serum die AHA-Markierung mit SILAC
(stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture) kombiniert. AHA wurde tber die KLICK
Reaktion an Alkin-aktivierte Agaroseharze gekoppelt. Dies erlaubte die Entfernung hoch-
abundanter Proteine Uber mehrere Waschschritte (Eichelbaum et al., 2012). Bei SILAC
handelt es sich um eine Isotopen-Markierung von Aminosauren. Zellen werden entweder mit
,=hormalen® Aminosauren oder mit Aminosauren, welche ,schwere® Isotopen besitzen,
kultiviert. In der Massenspektrometrie kbnnen die Proben dann kombiniert in einem Lauf
gemessen und danach anhand des Einbaus der Isotope unterschieden werden (Ong et al.,
2002). Es wurden somit zwei Modalitdten verwendet, um neu-synthetisierte Proteine von
Serum-Proteinen zu unterscheiden (Eichelbaum and Krijgsveld, 2014; Eichelbaum et al., 2012;
Knecht et al., 2023).

Auch ohne die Kombination mit SILAC konnte vor kurzem und in Ubereinstimmung mit der
hier etablierten Methode gezeigt werden, dass die HPG- oder AHA-Markierung in Anwesenheit
von 10 % Serum eine erfolgreiche Detektion des Sekretoms in HeLa Zellen erlaubt (Zheng et
al., 2021). Eine interessante, vor kurzem publizierte Erweiterung dieser Methode erlaubt eine
Differenzierung des Sekretoms von ko-kultivierten Zelltypen. Wahrend AHA kovalent Gber die
Methionyl-tRNA-Synthethase (MetRS) mit der passenden tRNA verknipft wird, bendtigt das
Methionin-Analogon Azido-Norleucin (ANL) eine mutierte MetRS, um an die tRNA gekoppelt
zu werden. Diese wird ektopisch exprimiert, so dass nur Zellen, welche die mutierte MetRS
exprimieren, ANL in neu-synthetisierte Proteine einbauen. Diese Zellen kdnnen daher mit
weiteren Zellen mit ,normaler MetRS ko-kultiviert und mit ANL markiert werden. Die
markierten und aufgereinigten Sekretome kdnnen daraufhin differentiell den Zellen mit
mutierter MetRS zugeordnet werden. Diese Methode wurde kirzlich in Anwesenheit von 10 %
Serum bei einer Ko-Kultivierung von mesenchymen Stammzellen oder CHON-002 Zellen (mit
MetRS) mit Makrophagen erfolgreich demonstriert und ware auch eine interessante Variante

fur die Analyse des Tumorsekretoms in Anwesenheit von weiteren Zelltypen (Shin et al., 2022).

Eine zusatzliche, relativ neue Methode, um das Sekretom in Anwesenheit von Serum zu

analysieren, basiert auf einer in der Regel genetisch modifizierten Biotin-Ligase, welche ihre
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Substrate mit einem biotin tag versieht (Choi-Rhee et al., 2004). Dieses System (BiolD) wird
Ublicherweise fur die Analyse von proximitatsbasierten Interaktomen verwendet. Es stehen
verschiedene optimierte Biotinligasen (BiolD1+2, TurbolD, miniTurbo) zur Verfiigung, die als
Fusionsproteine mit dem protein of interest (POI) exprimiert werden und schlief3lich in
lebenden Zellen die Interaktionspartner des Fusionsproteins (in enger rdumlicher Néahe)
biotinylieren (Kim et al., 2014; Kim et al., 2016; Roux et al., 2012; Trinkle-Mulcahy, 2019).
Werden die biotinylierten Proteine sekretiert, kdnnen sie mit diesem System Uber Streptavidin-
Beads aus den Zellkulturiberstanden aufgereinigt werden. Mit diesen Anséatzen wurden, z.B.
in transgenen Mausen, Biotin-Ligasen spezifisch mit ER-residenten Faktoren verknipft, um
Proteine, welche Uber den klassischen, ER-abhangigen Sekretionsweg sekretiert werden, in
vivo (in Geweben von Mausmodellen) fur die nachfolgende Aufreinigung und Identifikation zu
markieren (Kim et al., 2021; Liu et al., 2021d; Strack, 2021; Wei et al., 2021).

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden die geschilderten Methoden relativ wenig genutzt, da die
Anzahl an Publikationen mit diesen Techniken begrenzt erscheint. Offenbar hat sich im Feld
der Sekretomanalysen noch kein standardisiertes Verfahren etabliert, da die einzelnen
Markierungs- und Aufreinigungsverfahren unterschiedliche Vor- und Nachteile aufweisen
(Knecht et al., 2023).

Denkbar ist beispielsweise, dass die Zellen die Anwesenheit einer modifizierten Aminosaure
im Rahmen der Qualitatskontrolle der Proteinbiosynthese erkennen und darauf reagieren.

Hierzu gibt es neue Befunde in der Literatur (Kirschner et al., 2023).

In dieser Arbeit konnte ein klarer Vorteil von L-HPG gegeniiber OPP und Puromycin gezeigt
werden. Sowohl OPP als auch Puromycin induzieren eine frihzeitige Termination der
Translation. Dies reduziert die Zellviabilitdt massiv, da proteomweit keine vollstandigen
Polypeptide mehr gebildet werden (Abb. 8.9; Abb. 8.10) (Aviner, 2020). Aus diesem Grund
wird das Antibiotikum Puromycin schon lange als sehr effektives Selektionsreagenz mit
schneller, starker und zelltyp-unabhéngiger Toxizitat fir genetische modifizierte Zellen
verwendet. Diese missen zu diesem Zweck ein Puromycin inaktivierendes Enzym, die
Puromycinacetyltransferase (PAC), koexprimieren (Aviner, 2020; Lacalle et al., 1989). OPP-
und Puromycin eignen sich daher am besten fir eine kurze, im Bereich von Minuten erfolgende
globale und effektive Markierung des naszierenden Translatoms (Liu et al., 2012; Ravi et al.,
2020), aber nicht fur die Markierung von Uber mehrere Stunden sezernierten Proteinen. So
gelang es in dieser Arbeit nicht, Sekretome mit OPP zu markieren und mittels Western Blot zu
detektieren. Naszierende Proteine in Zellextrakten wurden jedoch problemlos detektiert (Abb.

8.9). Mdoglicherweise werden unvollstdndige Proteine nicht mehr effektiv sekretiert.

Unter Verwendung von L-HPG werden dagegen von den Zellen weiterhin vollstandige und

offenbar korrekt prozessierte Proteine synthetisiert, welche sekretiert und in
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Zellkulturiberstanden detektiert werden kénnen. Zusatzlich ist eine L-HPG-Behandlung nur
mit einer geringen Toxizitat behaftet. Eine Markierung der Zellen mit L-HPG fir 16 h fuhrte zu
einer Reduktion der Zellviabilitat um 14%, wahrend nach OPP- oder Puromycin-Behandlung
71% bzw. 50 % der Zellen eine reduzierte metabolische Aktivitat und Zellvitalitat aufwiesen
(Abb. 8.10). Dieses Ergebnis stimmt mit einer &lteren Analyse uberein, nach der L-HPG
ebenfalls keinen oder nur einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Zellviabilitat hatte
(Beatty et al., 2006). Da nur 1 % der Proteine einer Zelle kein Methionin enthalten, sind rein
rechnerisch 99% des Proteoms Uber die L-HPG Analyse zuganglich (Dieterich et al., 2006;
Zhang et al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass L-HPG markierte und sezernierte Proteine
erfolgreich biotinyliert, quantitativ aufgereinigt und soweit angereichert werden konnten, dass
die Detektion vieler weiterer Proteine nicht durch die immer noch kontaminierenden,

hochabundanten bovinen Serumproteine kompromittiert oder maskiert wurde.

Die vergleichenden Analysen der Serum-freien zu den 1 % Serum Bedingungen resultierten
nicht nur in einem technischen Vorteil, sondern auch in einer interessanten, inhaltlichen
Beobachtung. Vor allem unter Serum-freien Bedingungen setzten die Zellen eine sehr grol3e
Anzahl an Proteinen frei, welche Uberwiegend zentralen intrazellularen und zytoplasmatischen
Prozessen und pathways zugeordnet waren, wie z.B. dem Zellzyklus, der Translation oder
dem RNA Metabolismus. Hierflir gab es zunéchst zwei prinzipielle zwei Erklarungen. Entweder
diese Proteine stammen aus dem erhéhten Anteil an apoptotischen oder nekrotischen Zellen
(Knecht et al., 2023), der unter diesen Bedingungen auftrat, oder die Zellen setzen unter
Serum-Entzug stressbedingt sehr viele zytoplasmatische Proteine tber konventionelle und
nicht-konventionelle Sekretionsmechanismen frei (Bhattacharya et al., 2014). Die
Stressbedingung induziert eine sogenannte ,sekretorische Autophagie®, bei der zytosolische
Proteine ohne Signalsequenz Uber unkonventionelle Proteinsekretion abgegeben werden
kénnen (Ponpuak et al., 2015). Dieses erfolgt auch bei der Sekretion von prozessiertem IL-1[3
und kann durch die Blockade der Autophagosomenbildung durch den PI3Kinase Inhibitor
Wortmannin oder 3-Metyhladenin blockiert werden (Harris et al., 2011; Zhang et al., 2015). Ein
weiteres publiziertes Beispiel fur ein intrazelluldres Protein ist das ribosomale Protein S3
(RPS3), welches von Tumorzellen (HT1080 Zellen) sekretiert wird (Kim et al., 2016). Auch in
den hier erhobenen Daten wurde RPS3 detektiert. Denkbar ist auch, dass es zu einer
Kombination beider Moglichkeiten kommt, die durch externe Trigger wie IL-1 modulierbar ist.
Fur letztere Hypothese spricht, dass das IL-1 regulierte Sekretom partiell, aber nicht komplett

mit dem durch Serumentzug induzierbaren Sekretom utberlappte.

Ein weiterer Aspekt ist, dass die intrazellularen bzw. zytoplasmatischen Proteine aus

extrazellularen Vesikeln (EVs) oder Exosomen stammen konnten, welche differentiell und
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stimulusabhangig entstehen. EVs fungieren als Vehikel, welche Membranproteine,
intrazellulare Proteine (sowohl aus dem Zytoplasma als auch aus dem Zellkern), Lipide und
RNAs von Zelle zu Zelle transportieren (Cheng and Hill, 2022; Kalluri, 2016; Raposo and
Stoorvogel, 2013). Exosomen werden als kleine Vesikel definiert, welche von der Zelle in die
extrazellulare Umgebung abgegeben werden und ausgewdhlte Proteine, Lipide,
Nukleinsduren und Glycokonjugate enthalten (Pegtel and Gould, 2019). Die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Fallung des Zellkulturiiberstands ohne nachfolgende hochtourige Zentrifugation
durfte nicht dazu gefuhrt haben, dass EVs oder Exosomen aus den Proben eliminiert wurden
(Konoshenko et al., 2018; Zhang et al., 2023).

Die hier beobachtete differentielle Sekretion von intrazellularen Proteinen unter
Stressbedingungen ist am ehesten vergleichbar mit den Ergebnissen einer neuen Studie in
Makrophagen (Phulphagar et al., 2021). Humane oder murine Makrophagen wurden (i)
lediglich mit LPS stimuliert, um die konventionelle Proteinsekretion zu aktivieren oder (i) mit
LPS und ATP oder Nigericin behandelt, um die unkonventionelle Sekretion zu aktivieren. Unter
Einsatz der Metabolite Brefeldin A und Golgicide A, welche den Transport vom ER zum Golgi
unterbrechen und somit den ER-Golgi-Sekretionsweg unterbinden (Chardin and McCormick,
1999; Saenz et al.,, 2009), wurde aul3erdem der unkonventionelle Sekretionsweg naher
betrachtet. Geerntete Zellkulturiberstdnde wurden zentrifugiert und mit Urea denaturiert.
Massenspektrometrische Analysen zeigten, dass neben den bekannten Zytokinen und
Alarminen auch tausende unkonventionell-freigesetzte Proteine mit diversen intrazellularen
Funktionen detektiert wurden. Analysen beider Datensatze zeigten, dass 1447 von 1790 der
in dieser Arbeit detektierten Proteine auch durch Phulphagar et al., detektiert wurden. Die
detektierten intrazellularen Proteine kdnnten unerwartete extrazellulare Funktionen besitzen
(Hernandez et al., 2014; Jeffery, 1999). Eine néhere Betrachtung des unkonventionellen

Sekretionswegs ware daher zuklinftig von groRer Bedeutung.

0 % FBS 0% FBS + IL-1a

unerwartete extrazellulare Funktionen

o Konventionell sekretierte Proteine

e Unkonventionell sekretierte Proteine

e Von apoptotischen Zellen freigesetzte Proteine
1% FBS + IL-1a QO Vesikel

Abb. 5.2 Mdgliche Herkunft der Proteine, welche nach erfolgter L-HPG Markierung detektiert werden.
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Die L-HPG Markierung von Zellen erlaubt die Biotinylierung und Aufreinigung neu-synthetisierter Proteine, welche
massenspektrometrisch untersucht werden koénnen. Die Identifizierung des Sekretoms zeigte, dass viele
intrazellulare Proteine nach erfolgter L-HPG Markierung angereichert wurden. Es ist unklar, ob diese Proteine
konventionell oder nicht-konventionell sekretiert wurden oder ob die Proteine Uberwiegend von apoptotischen
Zellen freigesetzt wurden. Zudem besteht die Moglichkeit, dass die detektierten Proteine aus Vesikeln stammen.
Nichtsdestotrotz zeigten die Ergebnisse, dass sowohl die IL-1 Stimulation als auch der Serumentzug zu einem
veranderten, neu translatierten Sekretom fiihrte. Dies ist auf die Stressbedingungen zurtickzufuihren.

In dieser Arbeit konnten lediglich vier Zytokine / Chemokine sporadisch nach erfolgter IL-1
Stimulation im Sekretom mittels LC-MS/MS detektiert werden, unter anderem CXCL3, welches
auch in der Olink Analyse als eines der TOP20 IL-1 regulierten Proteine in
iIFTSECs+Leervektor identifiziert wurde. Die in ELISAs zuvor analysierten Proteine (IL8,
CXCL2, CCL20, ICAM-1) wurden nicht detektiert. Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass
Zytokine durchaus mittels metabolischer Markierung und Massenspektrometrie detektierbar
sind. So erlaubte die Kombination aus SILAC und AHA-Markierung beispielsweise die
Detektion von TNF, IL-6 und IL-1 in mesenchymen Stammzellen in Abwesenheit oder
Anwesenheit von Serum (Shin et al., 2019). In einer der frlhen Sekretomstudien mit LC-
MS/MS Verfahren wiesen Meissner et al. Zytokine nach erfolgter LPS-Stimulation von
Makrophagen im Sekretom nach. Hierbei wurden Zellkulturiiberstdnde der Makrophagen,
welche nicht metabolisch markiert waren, geerntet und mit Trypsin verdaut. Anschlieend
erfolgte die Identifikation per Massenspektrometrie. 364 von 775 sezernierten Proteinen wurde
nach der LPS-Stimulation extrazellularen Funktionen zugeordnet. Zudem konnten
42 annotierte Zytokine gemessen werden (Meissner et al., 2013). Eine Weiterentwicklung bzw.
Optimierung des hier etablierten Protokolls ware somit von gro3er Bedeutung, um weitere

Zytokine zu erfassen.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine Methode inklusive eines bioinformatischen
workflows etabliert, welche es erlaubt, Proteine aus den Uberstanden von IL-1 stimulierten
Zellen nach erfolgter metabolischer Markierung in Anwesenheit von Serum zu detektieren. Der
direkte Vergleich zu den haufig genutzten serum-freien Bedingungen zeigte starke
Verschiebungen im Sekretommuster und flhrt zu der Beobachtung, dass Zellen unter
Stressbedingungen sehr viele intrazellulare Proteine abgeben. In zukinftigen Experimenten
konnte untersucht werden, inwieweit dieses Phdnomen reversibel ist (nach der erneuten
Zugabe von Serum) oder den Ubergang in den programmierten Zelltod oder in nekrotische
Vorgange markiert. Auch in diesem Fall wére eine bessere molekulare Charakterisierung der
Faktoren, welche von sterbenden Zellen abgegeben werden, mit der hier etablierten Methodik
interessant. Auch diese Proteine konnten noch wichtige Signalfunktionen Ubernehmen, z.B.

im entziindeten Gewebe und im Tumormikromilieu.
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6 Fazit, Limitationen und Ausblick

CDK12 steuert die transkriptionelle Elongation Uber die Phosphorylierung der CTD. Dieser
Elongations-modulierende Mechanismus und die Auswirkungen einer CDK12 Inaktivierung
sind bereits umfassend beschrieben. Der Fokus der Arbeit lag daher auf der Identifizierung
von pharmakologischen Phanotypen, die aufgrund einer CDK12 Inhibition oder Degradation
auftreten. Dabei sollte der Fokus auf der IL-1 vermittelten Aktivierung von NF-kB, der

Genexpression und der Proteinsekretion liegen.

Die Ergebnisse bestatigen ein Zusammenspiel zwischen verschiedenen Cyclin-abhangigen
Kinasen (speziell CDK12/13) und dem kanonischen IL-1-NF-kB Signalweg auf verschiedenen
intrazellularen Ebenen, um die Genexpression und die Freisetzung von Proteinen zu steuern.
Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene CDK Inhibitoren differentielle Effekte auf die
IL-1 induzierte Genexpression und die Proteinsekretion haben. (i) Der pan-CDK Inhibitor
Flavopiridol supprimiert sowohl die CTD-Phosphorylierung und die Proliferation als auch die
IL-1 induzierte Genexpression und Proteinsekretion vollstandig. (ii) Der selektive CDK12/13
Inhibitor THZ531 hat einen differentiellen Effekt auf die IL-1 vermittelte Genexpression. Einige
IL-1 Zielgene werden induziert, wahrend die Expression anderer Zielgene stark supprimiert
wird. (iii) Der PROTAC BSJ-4-116, welcher die proteasomale Degradation von CDK12/13
induziert, supprimiert die Expression und Sekretion der IL-1 Zielgene. AuBerdem blockiert der
PROTAC die Aktivierung von allen getesteten Komponenten des IL-1-NF-kB Signalwegs.
Allerdings sprechen die Ergebnisse fir off target Effekte des PROTACS, welche einen Einsatz
als Multikinase-Inhibitor erméglichen konnten. (iv) Die spezifische Degradation von CD12 und
CDK13 uber verschiedenen genetische Systeme hatte hingegen nur minimale Effekte auf den

IL-1 Signalweg und die IL-1 induzierte Genexpression.

Zusammenfassend zeigten die Daten, dass alle verwendeten Inhibitoren die Elongation, die
Proliferation und die Zellviabilitdt supprimieren. Die Effekte auf die IL-1-NF-kB vermittelte
Genexpression und Sekretion unterscheidet sich allerdings immens. Die Ergebnisse lassen
sich entweder durch off target Effekte oder durch nicht-kanonische Funktionen der

Elongations-assoziierten CDKs erklaren.

In Zukunft ist es wichtig, die transkriptionellen und translationalen Mechanismen der einzelnen
Inhibitoren aufzukléaren. Weitere Substrate von CDK12/13 in Zytokin-aktivierten Zellen sollten
mittels Phospho-Proteomics identifiziert werden. Genomische Regionen, zu denen CDK12/13
rekrutiert werden, kdnnten mittels ChiPSeq analysiert werden. Es erscheint unwahrscheinlich,
dass die beobachteten komplexen zellularen Phéanotypen durch einen globalen
Elongationseffekt zu erklaren sind. Neben der Regulierung der transkriptionellen Elongation

ist anzunehmen, dass CDK12 zusatzlich eine wichtige Rolle beim (alternativen) SpleiRen oder
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dem RNA turnover bzw. der mRNA Halbwertszeit / Stabilitdt spielt. Die in der Literatur
beschriebenen Effekte einer CDK12 Inaktivierung beziehen sich vor allem auf sehr lange
Gene, welche viele Exons besitzen (Blazek et al., 2011; Pilarova et al., 2020). In dieser Arbeit
wurden mit den inflammatorischen Genen hauptsachlich sehr kurze Gene betrachtet, so dass
die Mdoglichkeit besteht, dass IL-1 induzierbare Gene einen nicht-kanonischen
Transkriptionsweg nutzen. Dieser putative neue Mechanismus kénnte z.B. mit den Phospho-
Proteomics Ansétzen charakterisiert werden. Eine Limitation dieser Arbeit besteht in der
ausschlieBBlichen Verwendung von kultivierten Zelllinien. Daher wére es zukiinftig wichtig, die
differentiellen Effekte der CDK Inhibitoren unter Verwendung von primaren Zellen, Organoid-
Modellen oder lebenden Prazisionschnitten aus Tumoren anhand der hier dargestellten
Parameter weiter zu untersuchen, um die Effekte in einer realeren Tumorumgebung zu

Uberprifen.

Insgesamt zeigte die Arbeit, dass die Inhibition bzw. Depletion von CDKs mittels verschiedener
Substanzen bzw. Systeme z.T. drastisch divergierende Phanotypen zur Folge hat. Wahrend
einige Ergebnisse die Erkenntnis starken, dass CDK12 die transkriptionelle Elongation
reguliert, deuten andere auf mdgliche weitere, noch unbekannte (oder nicht kanonische)
Funktionen von CDK12 in Zytokin-stimulierten Systemen hin.

IL-1
Transformation NF-kB
\ / THZ531
}7 BSJ-4-116
Degradation
nicht-kanonische kanonische
Funktionen Funktionen
Spleien? Elongation
mMRNA Stabilitdt?  DNA Reparatur
Substrate? Uberleben
Sekretom Proliferation

Remodellierung?
Translation?

Abb. 6.1 Zusammenfassung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse.

Eine schematische Darstellung zur Funktion von CDK12. Es ist Konsens in der Literatur, dass CDK12 eine zentrale
Rolle bei der transkriptionellen Elongation spielt und diese reguliert. In dieser Arbeit wurde das Zusammenspiel
zwischen CDK12 und dem IL-1-NF-kB Signalweg mittels verschiedener loss of function Ansatze in vier
Tumorzellmodellen vergleichend untersucht. Die Ergebnisse bestéatigen die Evidenz fiir eine Rolle von CDK12 bei
der P(Ser2)-RNA-Polymerase Il abhéngigen transkriptionellen Elongation. Allerdings lassen sich die komplexen
Phénotypen nicht nur durch einen globalen Elongationseffekt erklaren, sondern die Ergebnisse deuten auf weitere
genregulatorische Funktionen von CDK12 hin, z.B. beim (alternativen) SpleiRen, der mRNA Stabilitdt, der
Translation und der Sekretion.
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Abb. 8.1 Einfluss der Transformation auf die Expression von CDK12 und CDK13

Die RNA aus iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurde isoliert und fur transkriptomweite Analysen
verwendet. Die Mittelwerte (tStandardabweichung) der DeSeq2 normalisierten read counts von CDK12 und CDK13
der drei biologischen Replikate sind gezeigt.

Beschreibung -log10(P)
G0:0071774 response to fibroblast growth factor
hsa04668 TNF signaling pathway
G0:0032496 response to lipopolysaccharide
G0:0002237 response to molecule of bacterial origin
hsa05167 Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection 3.63
GO0:0060326 cell chemotaxis 3.59
G0:0071222 cellular response to lipopolysaccharide 352
hsa05417 Lipid and atherosclerosis 3.50
WP5115 Network map of SARS-CoV-2 signaling pathway 348
G0:0071219 cellular response to molecule of bacterial origin 3.44
G0:0071216 cellular response to biotic stimulus 3.30
WP4754 IL-18 signaling pathway 3.20
G0:0009617 response to bacterium 3.07
G0:1903706 regulation of hemopoiesis 267
G0:0048514 blood vessel morphogenesis 263
GO0:0007005 mitochondrion organization 257
R-HSA-449147 |Signaling by Interleukins 251
GO:0006935 chemotaxis 2.42
G0:0042330 taxis 2.42
G0:0001568 blood vessel development 241
G0:0070848 response to growth factor 2.40
G0:0040011 locomotion 2.38
G0:0001944 vasculature development 2.36
G0:0071396  |cellular response to lipid 236 1091, (P)
G0:0030097 hemopoiesis 2.09
G0:0035239 tube morphogenesis 2.08 H 5

Abb. 8.2 Anreicherungsanalyse der 41 Gene, welche durch Flavopiridol herunterreguliert und durch THZ531
hochreguliert werden.

iIFTSECs+Leervektor wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen
wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen fur 3 h
mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fur eine transkriptomweite
Analyse (RNASeq) aus drei unabhé&ngigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Die Auswertung der
Daten erfolgte Uber die DESeq2 Analyse. Venn-Diagramme, welche die Wirkungen der beiden Inhibitoren
vergleichen, wurden erzeugt. In die Analyse einbezogen wurden Transkripte, welche innerhalb folgender Filterung
bei einem Vergleich mit der DMSO behandelten und IL-1 stimulierten Probe lagen: logz FC = 2 oder logz FC < -2
und P < 0.05. Die 41 Transkripte, welche durch Flavopiridol mindestens vierfach herunterreguliert und durch
THZ531 mindestens vierfach hochreguliert wurden, wurden mittels Metascape analysiert.
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Abb. 8.3 Vergleich der ELISA und Olink Analyse

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 pM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Ldsungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fur Sekretomanalysen mittels ELISA
oder Olink (PEA) verwendet. Gezeigt sind jeweils die relativen Proteinsekretionen von CCL20 und ICAML.
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Abb. 8.4 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die basale Proteinsekretion in transformierten iFTSECs.
iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fir Sekretomanalysen mittels Olink
(PEA) verwendet. (A) Vulkanplot zum Einfluss von Flavopiridol und THZ531. Aufgetragen wurde der logz FC gegen
—logio P. Der Vergleich wurde dabei jeweils zu der Probe der jeweiligen Zelllinie gezogen, welche mit DMSO
behandelt. Herunterregulierte Proteine sind in Griin und hochregulierte Proteine in Rot dargestellt.
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Abb. 8.5 Vergleichende Analyse des Effekts von Flavopiridol auf die Genexpression und die
Proteinsekretion

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] vorbehandelt. Weitere
Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen
fur 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fur eine
transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei unabhéngigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Des
Weiteren wurden iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc fir 1 h mit Flavopiridol [10 pM] vorbehandelt.
Weitere Zellen wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden
die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die Zellkulturiiberstadnde von
drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fur Sekretomanalysen mittels Olink (PEA) verwendet. Gene bzw.
Proteine, welche mindestens vierfach dereguliert waren, wurden mittels Venn-Diagrammen analysiert. In die
Analyse einbezogen wurden Transkripte bzw. Proteine, welche innerhalb folgender Filterung, bei einem Vergleich
mit der DMSO behandelten und IL-1 stimulierten Probe der jeweiligen Zelllinie, lagen: log2 FC = 2 oder log2 FC <
-2 und P <0.05.
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Abb. 8.6 Vergleichende Analyse des Effekts von THZ531 auf die Genexpression und die Proteinsekretion.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fur 1 h THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen
wurden als Losungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen fur 3 h
mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert und diese fir eine transkriptomweite
Analyse (RNASeq) aus drei unabhéangigen, biologischen Replikaten zu Novogene gesendet. Des Weiteren wurden
iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc fur 1 h THZ531 [1 uM] vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als
Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen fiir 16 h mit IL-1a
[10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die Zellkulturiiberstadnde von drei biologischen Replikaten
wurden geerntet und fiir Sekretomanalysen mittels Olink (PEA) verwendet. Gene bzw. Proteine, welche mindestens
vierfach dereguliert waren, wurden mittels Venn-Diagrammen analysiert. In die Analyse einbezogen wurden
Transkripte bzw. Proteine, welche innerhalb folgender Filterung, bei einem Vergleich mit der DMSO behandelten
und IL-1 stimulierten Probe der jeweiligen Zelllinie, lagen: log2 FC = 2 oder log2 FC < -2 und P < 0.05.
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Abb. 8.7 Einfluss von Flavopiridol und THZ531 auf die basale Sekretion der TOP 20 IL-1 regulierten Proteine.
iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 pM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere Zellen blieben unstimuliert. Die
Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fur Sekretomanalysen mittels Olink
(PEA) verwendet. Die relative Proteinsekretion wurde aus den Mittelwerten der NPX-Werte berechnet. Die
Normalisierung erfolgte auf die DMSO-behandelten iFTSECs+Leervektor. Die Auswirkungen der Inhibitoren auf die
TOP 20 Proteine, welche in iFTSECs+Leervektor durch IL-1 induziert wurden (logz2 FC > 4), sind gezeigt.
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Abb. 8.8 Korrelationsanalyse der Effekte auf mMRNA Ebene und Proteinebene.

iIFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc wurden fir 1 h mit Flavopiridol [10 uM] oder THZ531 [1 uM]
vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Ldsungsmittelkontrolle mit 0.1 % DMSO behandelt. Nach der
Vorbehandlung wurden die Zellen fir 3 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die RNA isoliert
und diese fir eine transkriptomweite Analyse (RNASeq) aus drei unabhangigen, biologischen Replikaten zu
Novogene gesendet. Des Weiteren wurden iFTSECs+Leervektor und iFTSECs+mutKRAS/Myc fir 1 h mit
Flavopiridol [10 pM] oder THZ531 [1 puM] vorbehandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit
0.1 % DMSO behandelt. Nach der Vorbehandlung wurden die Zellen fir 16 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Weitere
Zellen blieben unstimuliert. Die Zellkulturiiberstande von drei biologischen Replikaten wurden geerntet und fur
Sekretomanalysen mittels Olink (PEA) verwendet. Um eine vergleichende Analyse der beiden Datensatze
durchzuftihren, wurde jeweils der logz FC der RNA-Menge gegen den logz FC der Proteinlevel aufgetragen. 521
Gene/Proteine aus Cluster IV der erfolgten Clusteranalyse mittels Morpheus wurden in die Auswertung einbezogen.
Der Pearson-Koeffizient R und das BestimmtheitsmaRl R? wurde mittels GraphPad Prism ermittelt.
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Abb. 8.9 Die metabolische Markierung mittel O-Propargyl-Puromycin (OPP) fuhrt zu einer frihzeitigen
Termination der Translation.

HCT116 Zellen wurden fiir 6 h mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert. Zusétzlich wurden die Zellen fur 2 h oder 5 h mit OPP
behandelt. Weitere Zellen wurden als Lésungsmittelkontrolle mit DMSO behandelt. Die Zellen wurden geerntet und
lysiert. Es wurde ein PreClearing durchgefihrt. AnschlieBend wurden OPP markierte Proteine mittels KLICK
Reaktion biotinyliert. Nach einer Aceton-Féallung und verschiedenen Aufreinigungsschritten wurde ein Pulldown
mittels Streptavidin-Beads durchgefuhrt, um biotinylierte Proteine aufzureinigen. Die aufgereinigten Proteine
wurden im Western Blot analysiert. Die biotinylierte Fraktion wurde Uber Streptavidin-HRP visualisiert.
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Abb. 8.10 Der Einfluss von L-Homopropargylglycin (L-HPG), O-Propargyl-Puromycin (OPP) und Puromycin
auf die Zellviabilitat.

HCT116 wurden fir 3 h, 6 h oder 16 h mit L-HPG [25 uM], OPP [25 uM] oder Puromycin [25 uM] behandelt. Weitere
Zellen, die mit L-HPG behandelt wurden, wurden dafiir in Methionin-freiem Medium kultiviert. Weitere Zellen blieben
unbehandelt. Anschlielend wurde ein MTS-Assay durchgefuhrt. Die Hintergrundabsorption des entsprechenden
Mediums wurde von allen Werten abgezogen. Die Normalisierung erfolgte auf die unbehandelten Zellen. Es sind
die Mittelwerte (+Standardabweichung) von zwei biologischen Replikaten a vier technischen Replikaten dargestellt.
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