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Populdrwissenschaftlicher Abstract

Eine UbermaRige Zellteilung ist das zentrale Merkmal jeder Krebserkrankung. Daher zielen
Tumorbehandlungen in der Regel darauf ab, die Zellteilung zu stoppen. Moderne Therapieansatze
versuchen, die bekannten Steuermechanismen der Zellteilung gezielt zu nutzen, um Nebenwirkungen
flr Patienten zu minimieren. Eine wichtige Rolle spielen hierbei bestimmte Kinasen, insbesondere die
Cyclin-abhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK4/6), die essenziell fur die Initiierung der Zellteilung sind. Seit
der Zulassung des ersten CDK4/6-Inhibitors im Jahr 2015 werden diese Wirkstoffe ausschlieRlich in
Kombination mit klassischen Chemotherapien eingesetzt. Dies wirft die entscheidende Frage auf: Wie
gelingt es Tumoren, die Blockade der Zellteilung durch CDK4/6-Inhibitoren zu umgehen?

DREAM, RB und p53 sind zentrale sog. Transkriptionsfaktoren bzw. -kofaktoren, die die Zellteilung und
auch den programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren. Auch weitere kritische (Tumor-)
Zellfunktionen wie die Reparatur von DNA-Schiaden werden durch DREAM reguliert. In
Zusammenarbeit mit anderen Forschenden haben wir untersucht, wie CDK4/6-Inhibitoren die
Funktionen dieser Tumorsuppressoren unterstitzen. Zudem konnten wir zeigen, wie die Onkogene
FOXM1 und B-MYB die Hemmung der Zellteilung durch CDK4/6-Inhibitoren umgehen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass diese Onkogene alternative Signalwege nutzen, um die Zellteilung unabhangig
von CDK4/6-Kinasen anzutreiben.

Das geforderte Projekt war dulRerst erfolgreich. Ein bedeutender Meilenstein war die ldentifizierung
des Transkriptionsfaktors A-MYB als Onkogen. Wir konnten nachweisen, dass A-MYB die Funktion von
B-MYB ersetzen kann. Dies bedeutet, dass kilinftige Therapieansatze nicht nur auf B-MYB abzielen
dirfen, sondern auch die Aktivitdt von A-MYB hemmen missen, um diesen onkogenen Signalweg
effektiv zu blockieren. Mithilfe eines RNA-Interferenz (RNAi)-vermittelten Gen-Knockdowns ist es uns
gelungen, die Expression beider Transkriptionsfaktoren zu reduzieren und so die Zellteilung erfolgreich
zu stoppen.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass eine durch DREAM-vermittelte Herunterregulierung der u. a. fur
die DNA-Reparatur kritischen Proteine BRCA1 und BRCA2 eine wesentliche Rolle bei der zelluldren
Wirkung einer anderen wichtigen Klasse von Krebsmedikamenten, den sogenannten HDAC-
Inhibitoren, spielt.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis war die Entwicklung eines kombinierten Tests, der Zellteilungs- und
Apoptoseraten parallel und ohne grofRen Aufwand misst. Darliber hinaus haben wir die Wirkung
verschiedener Kinase-Inhibitoren auf die Transkriptionsregulation und die Zellteilung untersucht.
Dabei kamen Volasertib (PLK1-Inhibitor), YKL-5-124 (CDK7-Inhibitor), NU-6102 (CDK1/2-Inhibitor) und
Abemaciclib (CDK4/6-Inhibitor) zum Einsatz. Unsere Studien zeigen, dass alle untersuchten Inhibitoren
die Expression von Zellzyklusgenen reduzieren und dadurch einen Arrest der Zellteilung bewirken.
Interessanterweise benotigt die Wirkung der Inhibitoren YKL-5-124 und Abemaciclib sog. CDE/CHR-
Tandem-Promotorelemente, die wir zuvor identifiziert und charakterisiert hatten. Dariber hinaus
fihren die meisten Inhibitoren zu einer Verringerung der Zellzahlen in einer kritischen Phase des
Zellzyklus, der sog. S-Phase. Fir die Induktion des Zellzyklusarrests sind jedoch RB und DREAM
notwendig, insbesondere bei einer Behandlung der Zellen mit Volasertib.

Zusammenfassend prasentieren wir neue Erkenntnisse zu den Mechanismen, die zur Induktion und
zum Stopp der Zellteilung beitragen. Dariliber hinaus schlagen wir Alternativen zu den Therapien von
Tumorerkrankungen mit CDK4/6-Inhibitoren vor.



1. Einleitung

Die Regulation der Zellteilung spielt bei der Krebsentstehung eine entscheidende Rolle. Ein groRer
Anteil der Regulation wird tber Kontrolle der Transkription ausgelibt. Zu den zentralen Faktoren der
Zellzyklusregulation gehort der Tumorsuppressor und Transkriptionsfaktor p53 (Abb. 1). Als
Transkriptionsfaktor aktiviert p53 Gene, die entweder den Programmierten Zelltod (Apoptose)
induzieren oder den Zellzyklus anhalten kénnen (1,2). Die Funktion von p53 bei der Zellzyklusregulation
wird indirekt ausgelbt (3). Zentrale Faktoren fiir die Zellteilungskontrolle durch Transkription sind
RB/E2F- und DREAM-Komplexe. Beide Komplexe hemmen die Zellteilung durch die
Transkriptionsrepression von Genen, die fiir die Zellteilung bendtigt werden (Abb. 1). Als Vermittler
zwischen der Aktivitdt von p53 und den beiden Transkriptionsrepressor-Komplexen fungieren
Komplexe aus Cyclinen und den Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6. Diese Kinasen werden
durch den CDK-Inhibitor p21 inhibiert. p53 aktiviert die Transkription von p21. Zusammengenommen
kommt es durch diese Regulationskaskade mit den beiden p53-p21-RB- und p53-p21-DREAM-
Signalwegen zum Arrest der Zellteilung (1,2).

Abb. 1 Tumorsuppressoren und Onkogene:
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AuRerdem ist bekannt, dass zu den vielen Genen, die durch p53 lber eine Regulation von DREAM in
ihrer Bildung gehemmt werden (Ref. 1 zur Ubersicht), auch wichtige DNA-Reparaturproteine wie
BRCA1 und BRCA2 gehdren, was wiederum Tumorzellen empfindlicher gegeniliber DNA-schadigenden
Antitumorwirkstoffen machen kann.

Ist die Regulation von DREAM (ber p53 und p21 nicht aktiv oder sogar durch Mutationen geschadigt,
kommt es zur Aktivierung der Transkription von Zellzyklusgenen. Die Aktivierung wird durch die



Transkriptionsfaktoren E2F, B-MYB und FOXM1 hervorgerufen (Abb. 1). Diese Transkriptionsfaktoren
wirken alle als Onkogene (1,2). Wir haben gezeigt, dass sowohl B-MYB als auch FOXM1 ihre onkogene
Wirkung durch eine indirekte Bindung an die Promotoren der Zellzyklus-Zielgene austiben (4,5).

Die Aktivitat der CDK4 und CDK6 dienen in diesem System als Umschalter zwischen Tumorsuppression
und Onkogenese. Daher wurden Inhibitoren dieser beiden Kinasen fir die Tumortherapie entwickelt.
Allerdings besitzen CDK4/6-Inhibitoren nicht das breite Anwendungsspektrum, welches man aufgrund
der Bedeutung der CDK4/6-Kinasen fur die Zellteilung eigentlich erwarten konnte.

Die Erweiterung der therapeutischen Ansatze iber die CDK4/6-Kinase-Inhibitoren hinaus war das Ziel
unserer Untersuchungen. Im Rahmen des Projekts haben wir untersucht, welche weiteren
Regulationswege zusatzlich zur Hemmung von CDK4/6 moduliert werden kdnnten (Abb. 2). Diese
Arbeiten zielen darauf ab, Alternativen zu oder Kombinationen mit CDK4/6-Inhibitoren fir potenzielle
Therapien zu erkunden.

Konkret haben wir die Funktion der Onkogene durch einen RNAi-vermittelten Knockdown tber small
interfering RNAs (siRNAs) untersucht, beispielsweise mit siMYB (Abb. 2). Weitere Beispiele fiir unsere
Untersuchungen umfassen die Verwendung von Volasertib zur Hemmung des PLK1-Signalwegs, YKL-5-
124 als CDK7-Inhibitor und NU-6102 zur Hemmung der Kinasen CDK1 und CDK2. Wir haben die
Moglichkeiten der Interferenz mit CDK4/6-Inhibitoren untersucht und Abemaciclib als Reprdsentanten
dieser Klasse verglichen oder kombiniert.

Abb. 2
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Einige der besonders bemerkenswerten Ergebnisse aus dem Projekt sind hier reprasentativ
zusammengefasst.




2. Ergebnisse

2.1 Verschiedene CDK-Inhibitoren wirken hemmend auf die Expression von Zellzyklusgenen

Die Expression von Zellzyklusregulatoren ist von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung von Krebs. In
nahezu allen Tumoren ist daher die Expression der meist onkogen wirkenden Faktoren dereguliert.
Wir haben untersucht, ob unterschiedlich wirkende Kinase-Inhibitoren die Expression von
Zellzyklusregulatoren hemmen. Eine solche Hemmung wiirde dann einen der zentralen Mechanismen
offenlegen, mit denen die Kinase-Inhibitoren die Zellteilung stoppen. Dazu haben wir sowohl
Volasertib als PLK1-Inhibitor, YKL-5-124 als CDK7-Inhibitor, NU-6102 als Inhibitor der Kinasen CDK1 und
CDK2 als auch Abemaciclib als Inhibitor von CDK4 und CDK6 untersucht (Abb. 3). Als Zielgene haben
wir das friihe Zellzyklusgen ORC1 und als spates Gen Cyclin B2 ausgesucht. Fir beide Gene hatten wir
gefunden, dass sie Uber RB/E2F bzw. DREAM/MuvB reguliert werden (6).

Wir haben gefunden, dass alle vier Kinase-Inhibitoren die mRNA-Level sowohl von ORC1 als auch von
Cyclin B2 deutlich herunterregulieren (Abb. 3). Der CDK4/6-Inhibitor Abemaciclib bewirkte eine
konzentrationsabhangige Reduktion der relativen mRNA-Expression. Im Vergleich zu YKL-5-124 zeigte
Abemaciclib jedoch eine geringere Potenz. Der CDK1/2-Inhibitor NU-6102 fiihrte erst bei der héchsten
Konzentration zu einer Reduktion der relativen mRNA-Expression sowohl friher als auch spater
Zellzyklusgene. Bemerkenswert ist, dass die Wirkstoffe ihre Wirkung unabhdngig von den
unterschiedlichen Promotorstrukturen entfalten. Der CDK7-Inhibitor YKL-5-124 zeigte die grofite

Abb.3 Expressionshemmungvon Zellzyklusgenen durch Kinase-Inhibitoren
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Abb. 3 Die Wirkstoffe Volasertib (PLK1-Inhibitor), YKL-5-124 (CDK7-Inhibitor), NU-6102
(Inhibitor von CDK1 und CDK2) und Abemaciclib (Inhibitor von CDK4 und CDK6) wurden
in verschiedenen Konzentrationen fiir 48 Stunden auf HCT116 Wildtyp-Zellen gegeben.
Die relative mRNA-Expression des spdten humanen Zellzyklusgens Cyclin B2 (hCCNBZ2,
dunkelgrau) und frithen humanen Zellzyklusgens Origin Recognition Complex subunit 1
(hORC1, hellgrau) wurde mittels RT-gPCR (n=3).




Potenz sowie den hdochsten maximalen Effekt bei der Beeinflussung der relativen mRNA-Mengen von
frihen und spaten Zellzyklusgenen (Abb. 3).

Besonders wichtig ist, dass die beiden Zielgene als Reprasentanten fiir zentrale Zellzyklusregulatoren
fungieren, die alle durch denselben Mechanismus reguliert werden. Damit sind die Inhibitoren in der
Lage, die Expression einer Gruppe von mehreren hundert Zellregulatoren zu hemmen (1,2). Fir die
behandelten Zellen bedeutet dies, dass der Mangel an Faktoren, die die Zellteilung antreiben, zu einem
Zellteilungsarrest fihrt.

2.2 Die Wirkung von YKL-5-124 und Abemaciclib benétigt das CDE/CHR-Tandem-Promotorelement

Nach der Untersuchung der allgemeinen Wirkung von CDK-Inhibitoren auf die mRNA-Expression der
Zielgene Cyclin B2 (CCNB2) und Origin Recognition Complex Subunit 1 (ORC1) richteten wir unser
Augenmerk auf die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Regulation. Hierfiir wurde exemplarisch
der Promotor des Cyclin B2-Gens analysiert. Promotor-Luziferase-Reportergen-Assays wurden mit der
Wildtyp- und der CDE/CHR-Mutanten-Variante des Cyclin-B2-Gens durchgefihrt (Abb. 4). Die
CDE/CHR-Elemente vermitteln die Bindung des DREAM-Komplexes und die darauffolgende
Transkriptionsrepression (1).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl YKL-5-124 als auch Abemaciclib in einer
konzentrationsabhangigen Weise zu einer deutlichen Reduktion der Cyclin B2-Promotoraktivitat
fihren (Abb. 4). Diese Regulation wird durch die Hemmung der CDK4/6-Komplexe durch die Wirkstoffe
erklart (Abb. 2). Von entscheidender Bedeutung ist, dass diese Regulation nahezu vollstandig entfillt,
wenn die CDE/CHR-Tandemelemente des Cyclin B2-Promotors mutiert sind (Abb. 4). Die CDE/CHR-
Elemente binden den DREAM-Komplex zur Transkriptionsrepression, wahrend die Aktivierung durch
das CHR-Element erfolgt, das die Komplexe aus A-MYB/MuvB, B-MYB/MuvB und FOXM1/MuvB fiir die
Transaktivierung rekrutiert (4,5,7).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Regulation durch YKL-5-124 und Abemaciclib mechanistisch
Uber das Umschalten von der DREAM-abhéangigen Transkriptionsrepression an CDE/CHR-Elementen
hin zur Aktivierung durch die Bindung der Komplexe A-MYB/MuvB, B-MYB/MuvB und FOXM1/MuvB
an CHR-Elemente in den Promotoren vermittelt wird.



Abb. 4 Die Wirkung von YKL-5-124 und Abemaciclib benétigt das CDE/CHR-Tandem-Promotorelement
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Abb. 4 Die Wirkung von YKL-5-124 und Abemaciclib benétigt das CDE/CHR-Tandem-Promotorelement.

HCT-116 Wildtyp (WT)-Zellen wurden 24 h vor Behandlungsbeginn mit den unterschiedlichen Reportergen-
Konstrukten transfiziert. Das eine Reportergen-Konstrukt hatte den Wildtyp-Cyclin B2-Promotor (hCCNB2_wt,
dunkelgrau) und das andere Reportergen-Konstrukt den CDE/CHR-mutierten Cyclin B2-Promotor (hCCNB2_mut,
hellgrau). Anschliefend erfolgte fiir 48 h die Behandlung mit den verschiedenen Wirkstoffen. Nach der
Behandlung erfolgte die Analyse der rel. Luziferase-Aktivitdt mittels Reportergen-Assay (n=3). Alle Messwerte
wurden auf die entsprechenden DMSO-Kontrollen normalisiert. Dargestellt sind die rel. Luziferase-Aktivitat [%]
in Abhdngigkeit von der eingesetzten Wirkstoffkonzentration [M] fiir die Wirkstoffe Volasertib (A), YKL-5-124 (B),
NU-6102 (C) und Abemaciclib (D).



2.3 Die meisten Inhibitoren fiihren zu einer Reduktion des Zellanteils in der S-Phase.

Neben der Genregulation ist die Kontrolle der Zellteilung ein wesentlicher Faktor fiir die Relevanz eines
Therapieansatzes. Um die Auswirkungen auf die Zellzyklusregulation zu analysieren, wurden die
Inhibitoren YKL-5-124 (CDK7-Inhibitor), NU-6102 (CDK1/2-Inhibitor), Abemaciclib (CDK4/6-Inhibitor)
und Volasertib (PLK1-Inhibitor) in verschiedenen Konzentrationen auf Zellen appliziert. AnschlieRend
wurde die Zellzyklusverteilung untersucht (Abb. 5).

Es wurde festgestellt, dass alle getesteten Inhibitoren die Zellzyklusverteilung signifikant beeinflussen.
Die meisten Zellen treten entweder in einen G1/S- oder G2/M-Arrest ein. In beiden Fallen fuhrt dies
zu einer Abnahme der Zellpopulation in der S-Phase. Fiir Volasertib wurde festgestellt, dass neben
einem ausgepragten G2/M-Arrest zusatzlich Endoreduplikation und ein Pseudo-G2/M-Arrest
auftreten. Dabei replizieren die Zellen ihr Genom teilweise oder vollstandig, ohne sich jedoch in zwei
Tochterzellen zu teilen (Abb. 5).

2.4 Volasertib-Behandlung fiihrt zum G2/M-Zellzyklusarrest abhingig von RB und DREAM. Der
Verlust von RB- und DREAM-Aktivitat erlaubt den Zellen in die Endoreduplikation zu gehen.

Die Wirkung von Volasertib auf die Zellen haben wir auch mechanistisch genauer untersucht. Wir
haben dabei geklart, in welchem Malie die Effekte von RB und dem DREAM-Komplex abhangig sind.

Abb. 5 Die meisten Inhibitoren fiihren zu einer Reduktion des Zellanteils in der S-Phase.
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Abb. 5 Die meisten Inhibitoren fiihren zu einer Reduktion des Zellanteils in der S-Phase.
Die HCT-116 WT Zellen wurden fiir 48 h mit den verschiedenen Inhibitoren behandelt.
Fiir die Ermittlung der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen mit Pl-gefdrbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist der Anteil der Zellpopulation [%] in den
jeweiligen Zellzyklusphasen (G, blau; S, gelb; G,-M, hellgriin; Endoreduplikation,
orange; Pseudo-G,/M, dunkelgriin) fiir die jeweilige Behandlungsbedingung (n=3). Als
Kontrolle dienten unbehandelte und mit DMSO behandelte HCT-116 WT Zellen. Es
wurde ein beidseitiger ANOVA-Test fiir die Bestimmung der Signifikanz durchgefiihrt
(*, p<0.05; * p<0.01; *** p<0.001).



Die Polo-Like Kinase 1 (PLK1) spielt eine wichtige Rolle bei der Steuerung des Ubergangs von der G2-
Phase zur Mitose. Wir hatten bereits gezeigt, dass die Expression dieses wichtigen Faktors von der
DREAM-Bindung an CDE- und CHR-Elemente im Promotor des PLK1-Gens verantwortlich ist (8). Die
zentrale Bedeutung von PLK1 fiir den G2/M-Ubergang liegt wesentlich in der Phosphorylierung und
der daraus folgenden Aktivierung von FOXM1 begriindet (9). Wir hatten gezeigt, dass FOXM1 zunéachst
direkt an den MuvB-Komplex und dadurch an CHR-Elemente in Promotoren bindet (5). Diese indirekte
Bindung ist fuir die onkogene Wirkung von FOXM1 von zentraler Bedeutung (1).

Das Einwirken von Volasertib auf die Wildtyp-Zellen fiihrt zu einem deutlich ausgepragten
Zellzyklusarrest in der G2-Phase bzw. der Mitose. Die Krebszellen gehen hier also in einen Arrest und
kdénnen sich nicht weiter teilen, solange das Medikament auf die Zellen einwirkt. Nach Absetzen von
Volasertib werden die Zellen wahrscheinlich wieder in den Zellzyklus eintreten.

Interessanterweise ist das Verhalten Zellen, in denen sowohl die LIN37-Untereinheit des DREAM-
Komplexes als auch der Tumorsuppressor RB deletiert worden waren, deutlich anders. Diese
Doppelknockoutzellen teilen sich zwar ebenfalls nicht, aber sie replizieren weiterhin ihre DNA. Diese
Endoreplikation oder Endoreduplikation fiihrt zu Zellen, die ein Mehrfaches ihres reguldaren DNA-
Gehalts besitzen. Leben solche Zellen unter Zellstress, sterben sie haufig durch Apoptose ab. Das
geschieht auch nach Absetzen von Medikamenten wie Volasertib. Die Intaktheit der RB/E2F- und
DREAM-Signalwege hat also einen deutlichen Einfluss auf das Zellverhalten unter Behandlung mit
Volasertib.



Abb. 6 Volasertib-Behandlung fiihrt zum G2/M Zellzyklusarrest abhangig von RB und DREAM. Der
Verlust von RB-und DREAM -Aktivitdt erlaubt den Zellen in die Endoreduplikation zu gehen.
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Abb. 6 Durchflusszytometrie-Analysen wvon HCT116 Wildtyp-Zellen (WT) und HCT116-
Deppelknockoutzellen (DKO), die Deletionen in den RB- und LIN37/DREAM-Genen besitzen. Die
Zellen wurden vor und nach Behandlung mit Volasertib zu verschiedenen Zeiten analysiert. Die
Analysen geben Zellpopulationen in den verschiedenen Zellzyklusphasen wieder. Zellen mit
einem Chromosomensatz jenseits von 4n (Pseudo-Phasen) haben eine Endoreduplikation oder
allgemein eine Endoreplikation durchlaufen.



2.5 HDAC-Inhibitoren bewirken iiber eine Aktivierung von p21 und DREAM eine Hemmung der
Bildung von DNA-Reparaturproteinen wie BRCA1 und BRCA2

Wie oben bereits kurz erwahnt, ist DREAM als Integrator von p53-p21-Signalwegen ein wichtiger
Repressor zahlreicher DNA-Reparaturproteine. Hierzu zahlen die Proteine BRCA1 und BRCA2. Die
zentrale Rolle von BRCA-Proteinen fiir die Integritdt der DNA wird dadurch unterstrichen, dass
inaktivierende Mutationen in diesen Genen eine kritische Rolle bei einer Reihe erblicher
Tumorerkrankung wie vererbbarem Brustkrebs oder dem Ovarialkarzinom spielen. Auf der anderen
Seite sind Tumore mit entsprechender Fehlfunktion von BRCA-Proteinen empfindlicher gegeniiber
DNA-schadigenden Therapeutika, was man in der Krebsbehandlung heute bereits ausnutzt.

Da sog. Histon-Deacetylasen mit DREAM-Komponenten interagieren kénnen und in vielen anderen
Fallen transkriptioneller Regulatoren fiir eine Repression von Zielgenen verantwortlich sind, ware es
prinzipiell vorstellbar, dass diese Funktion auch im Falle der Repressorwirkung von DREAM realisiert
ist. Dies hat fiir uns die Frage aufgeworfen, ob Inhibitoren von HDACs, welche bereits in einer Reihe
von Tumorerkrankungen therapeutisch verwendet werden, womdéglich einen (fiir eine Therapie
unerwiinschten) induzierenden Effekt auf die DNA-Reparatur in Tumoren besitzen. Auf der anderen
Seite ist aber auch bekannt, das HDAC-Inhibitoren zu einer Aktivierung von p21 fiihren kénnen, was
wiederum einen DREAM-vermittelten Hemmeffekt auf die Expression von BRCA-Proteinen ausiiben
wirde.

Um den Summeneffekt von HDAC-Inhibitoren auf die DREAM-regulierte Expression von DNA-
Reparaturproteinen daher ndher zu charakterisieren, testeten wir die Expression diverser DREAM-
regulierter Proteine inklusive BRCA1 und BRCA2 nach Behandlung von diversen Tumorzellen mit HDAC-
Inhibitoren.

Hierbei zeigte sich in unterschiedlichen Tumorzelllinien des Magens und des Dickdarms eine klar Dosis-
abhangige Herunterregulierung von BRCA1 und BRCA2 (Abb. 7).

Bemerkenswerterweise war dieser Effekt auch in einer p53-defizienten Zelllinie (HCT116 p537)
beobachtbar, wahrend die entsprechende Wirkung in p21- oder Lin37-defizienten, sonst
isogenetischen Zelllinien (HCT116 p21-/- bzw. HCT116 Lin37-/-) unterblieb. Folglich sind ein
funktioneller DREAM-Komplex sowie eine Aktivierbarkeit von p21 notwendige Voraussetzungen fiir
die Hemmwirkung von HDAC-Inhibitoren auf BRCA-Proteine.

Die biologische Relevanz dieser Effekte wurde dadurch unterstrichen, dass eine Behandlung mit HDAC-
Inhibitoren tatsachlich die Empfindlichkeit von Tumorzellen gegeniliber sog. PARP-Inhibitoren erhdhte,
von denen bekannt ist, dass diese bei einer inhibierten BRCA-Funktion eine starkere antineoplastische
Wirkung besitzen. Auf diese Weise er6ffnen unsere Untersuchungen wiederum neue Optionen fir
Kombinationstherapien mit verbesserter Antitumor-Wirkung.
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Abb. 7

Expression der Proteine BRCA1 und BRCA2 in Magenkarzinomzellen. Einfluss einer Behandlung mit dem
HDAC-Inhibitor Entinostat (1 — 3 uM fiir 48 h) im Vergleich zu unbehandelten oder Vehikel-(DMSO)-
behandelten Zellen.

2.6 CeDaD - Neuer Assay zur gleichzeitigen Messung von Zellteilung und Zelltod

Zur gleichzeitigen Messung von Zellteilung und Apoptose aus einer Probe haben wir einen
Kombinations-Assay entwickelt.

Der Zellzyklus und die verschiedenen Formen des programmierten Zelltods sind eng miteinander
verknipft. Ein herausragendes Beispiel hierfir ist der Tumorsuppressor p53, der nicht nur Apoptose
induziert, sondern auch eine zentrale Rolle beim Zellzyklusarrest spielt. Folglich ist die gleichzeitige
Analyse von Zellteilung und Zelltod von erheblichem Interesse fiir die zellbiologische Forschung.
Traditionell erfordern diese Prozesse jedoch unterschiedliche Assays, was eine parallele Untersuchung
erschwert. Um dieses Problem zu l6sen, stellen wir einen neuartigen kombinierten Assay vor, den
sogenannten CeDaD-Assay (Cell Death and Division Assay), der die gleichzeitige Quantifizierung von
Zellteilung und Zelltod innerhalb einer Zellpopulation ermdoglicht. Dieser Assay basiert auf einer
einfachen durchflusszytometrischen Methode, die eine Farbung mit Carboxyfluorescein-
Succinimidylester (CFSE) zur Uberwachung der Zellteilung mit einer Annexin-V-basierten Farbung zur
Quantifizierung des Zelltods kombiniert.

Fir die Ergebnisse erfolgte bereits eine Einreichung zur Publikation:

CeDaD — A Novel Assay for Simultaneous Tracking of Cell Death and Division in a Single Population
Lukas Noltner, Kurt Engeland und Robin Kohler (zur Veréffentlichung eingereicht)



2.7 A-MYB ist ebenso wie B-MYB ein Onkogen

Mit unseren Untersuchungen zum Transkriptionsfaktor A-MYB ist ein wesentlicher Teil unserer
Arbeiten auf dem Projekt bereits veroffentlicht.

A-MYB (MYBL1) ist ein Transkriptionsfaktor, der primar fir seine Rolle in der Meiose von
Spermatozyten bekannt ist. Sein Homolog, B-MYB, ist ein zentrales Onkogen und ein Hauptregulator
fir die Aktivierung spater Zellzyklusgene (1,4). Zur Genaktivierung bildet B-MYB einen Komplex mit
MuvB und wird indirekt an Promotorstellen der Zielgene, den sogenannten Cell Cycle Genes Homology
Region (CHR)-Sequenzen, rekrutiert. Die Aktivierung durch den B-MYB-MuvB (MMB)-Komplex ist
essenziell fiir den erfolgreichen Ablauf der Mitose.

In unseren Arbeiten zeigen wir eine neue Funktion von A-MYB bei der transkriptionellen Regulation
des mitotischen Zellzyklus und belegen, dass A-MYB die Funktion von B-MYB tibernehmen kann.
Knockdown-Experimente in nicht spermatogenen Zellen zeigen, dass der Verlust von B-MYB allein
lediglich zu einer Verzégerung des Zellzyklus fihrt (Abb. 8). Erst der doppelte Knockdown von B-MYB
und A-MYB fihrt zu einem G2/M-Zellzyklusarrest, Endoreduplikation und Apoptose. Mechanistisch
gesehen kann A-MYB B-MYB durch Bindung an MuvB ersetzen und bildet einen A-MYB-MuvB-Komplex,
der Uber CHR-Sequenzen Zielgene aktiviert (Abb. 9). Unsere Analysen zeigen, dass A-MYB dieselben
Zielgene wie B-MYB reguliert, von denen viele zentrale Regulatoren des Zellteilungszyklus codieren.

Abb. 8 Erst der Knockdown von A-MYB und B-MYB stoppt die Zellteilung.
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Abb. 8 Erst der Knockdown von A-MYB und B-MYB stoppt die Zellteilung.
HCT116-Zellen wurden mit verschiedenen Kombinationen von siRNAs gerichtet gegen
A-MYB oder B-MYB transfiziert. Nach bestimmten Zeiten wurde die Zellzahl bestimmt.



Zusammenfassend zeigen wir, dass A-MYB als Aktivator des mitotischen Zellzyklus fungiert, indem es
spate Zellzyklusgene aktiviert, und damit eine lGber seine bekannte Rolle in der Meiose hinausgehende
Bedeutung fiir die Zellproliferation besitzt. Damit fungiert A-MYB als Onkogen. Seine Hemmung
beispielsweise durch siRNA ist fiir einen auf B-MYB basierenden Therapieansatz unerlasslich (Abb. 2, 8
und 9).

Abb. 9 A-MYB ist ein Onkogen und
kann B-MYB ersetzen

Veroffentlichung zu A-MYB-Funktion:

A-MYB substitutes for B-MYB in activating cell cycle genes and in stimulating proliferation
Robin Kohler und Kurt Engeland
Nucleic Acids Res. 2024 Jul 8;52(12):6830-6849 (Impact Factor: 16,7)



4. Zusammenfassung und Ausblick

Unsere Ergebnisse zeigen, dass einige Kinase-Inhibitoren in der Lage sind, die Zellteilung effektiv zu
stoppen. Dariliber hinaus konnten wir A-MYB als bisher unbekanntes Onkogen identifizieren. Der
siRNA-basierte Knockdown von A-MYB sowie des verwandten Onkogens B-MYB resultiert in einer
effektiven Hemmung der Zellteilung. Diese Ergebnisse wurden bereits in einem renommierten
Fachjournal veréffentlicht.

Ein neuartiger kombinierter Assay zur simultanen Analyse von Zellteilung und Apoptose wurde
entwickelt und zur Publikation eingereicht. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass der Mechanismus
des Zellteilungsstopps Uber Signalwege vermittelt wird, die weitgehend von uns charakterisiert
wurden. Diese Signalwege verlaufen lber eine Kombination der DREAM/MuvB- und der RB/E2F-
Signalwege. In Verbindung mit dem Tumorsuppressor p53 werden die p53-p21-RB- und p53-p21-
DREAM-Signalwege aktiviert. Bei einem Verlust von p53 kdnnen diese tumorsuppressiven Signalwege
durch die untersuchten Medikamente teilweise reaktiviert werden.

Die hier prasentierten Daten reprasentieren lediglich einen Teil der von uns erzielten Resultate.
Darliber hinaus bilden diese Resultate die Grundlage fiir weitere Untersuchungen, die potenzielle
klinische Anwendungen dieser Erkenntnisse erforschen werden.
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