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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Die Leber

1.1.1. Aufbau und Funktion der Leber
Mit einem Gewicht von 1,4-1,8 kg ist die Leber nach der Haut das zweitschwerste Organ des

Korpers und als grofite Driise ein zentrales Organ des gesamten Stoffwechsels. Der
mikroskopische Aufbau wird durch die 1-1,5 Mio. hexagonalen Leberldppchen (Lobuli
hepatica) gepréigt, die vorwiegend aus Hepatozyten bestehen. Zwischen den Hepatozyten
liegen die Sinusoiden (erweiterte Leberkapillaren), welche die speziellen ortsstdndigen
Makrophagen, die Kupffer-Zellen, enthalten. Im Spaltraum zwischen Sinusoiden und
Leberzellen befinden sich die hepatischen Sternzellen, die Vitamin A speichern und
extrazelluldre Matrix synthetisieren.

Die Leber ist sowohl fiir die Synthese lebenswichtiger Substanzen (z.B. Gerinnungsfaktoren),
zur Speicherung (z.B. Glucose) und zum Abbau von Stoffwechselprodukten (z.B. Ammoniak)
verantwortlich. Die Leber produziert unter anderem Cholesterol und die hieraus abgeleiteten
Gallensduren und speichert Blut, Fett in Form von Lipoproteinen und einige fettlosliche
Vitamine (z.B. Vitamin D und E). Durch die Umwandlung von Glucose in Glycogen, welches
als Energiereserve dient und bei Bedarf freigesetzt werden kann, reguliert die Leber den
Blutzuckerspiegel unabhidngig von der Nahrungsmittelzufuhr. AuBerdem entfernen die
Kupffer-Zellen geschéddigte Erythrozyten durch Phagozytose und Ammoniakverbindungen

werden zu wasserloslichem Harnstoff umgebaut.

1.2. Das hepatozellulare Karzinom
Eine hdufige und schwere Lebererkrankung ist das hepatozelluldre Karzinom (,hepatocellular

carcinoma’, HCC), das in der Regel auf der Basis einer chronischen Leberentziindung
(Hepatitis) oder Zirrhose entsteht. Da der Tumor selten auf Chemotherapeutika anspricht,
bleiben als potentielle Therapie lediglich die Leberteilresektion und in wenigen Fallen auch
die Lebertransplantation. Operative Verfahren sind jedoch nur bei ca. 5% der HCC-Patienten
moglich, da zum Zeitpunkt der Diagnose héufig ein sehr fortgeschrittenes Tumorstadium
vorliegt. Somit besteht bisher keine suffiziente Therapie und daher ist das HCC Gegenstand

zahlreicher Forschungsprojekte.
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1.2.1. Epidemiologie
Mit jahrlich einer halben Million Neuerkrankungen weltweit ist das HCC das filinft-haufigste

humane Malignom mit steigender Inzidenz (1). Die Prognose ist schlecht und die
durchschnittliche 5-Jahres Uberlebensrate nach Diagnosestellung liegt bei 3% (2, 3).

AuBler der unterschiedlichen Erkrankungshdufigkeit zwischen den Geschlechtern, Ménner
erkranken doppelt so haufig wie Frauen an einem HCC (3), gibt es erhebliche Differenzen in
der geographischen Verteilung. Achtzig Prozent der HCC-Erkrankungen sind in
Entwicklungsldndern zu verzeichnen (4); wihrend in Nordamerika und Europa jéhrlich 1-3
Neuerkrankungen/100.000 Einwohner auftreten, sind es in Afrika siidlich der Sahara und in
Stidostchina 50-150 Falle/100.000 Einwohner (5). Eine Erklarung hierfiir bietet die hohere
Durchseuchung dieser Gebiete mit dem Hepatitis B Virus (HBV) und dem Hepatitis C Virus
(HCV). Das HCC entwickelt sich basierend auf einer chronischen, meist viral bedingten
Hepatitis und/oder einer Leberzirrhose (6). Tatsdchlich korreliert die HCC Inzidenz mit der
Privalenz von HBV-Infektionen (7, 8). Eine Infektion mit HBV und HCV ist somit ein
deutlicher Risikofaktor und erhoht die Erkrankungswahrscheinlichkeit um das 5-10fache im
Fall einer HBV-Infektion und um das 17fache im Fall einer HCV-Infektion (9). Erste
Impfstudien gegen HBV in Gebieten mit hoher HBV-Infektionsdichte belegen, dass durch die
Einflihrung der universellen HBV-Impfung ein deutlicher Riickgang der HCC Erkrankungen
verzeichnet werden kann (10). In den Industriestaaten gibt es trotz des geringeren Risikos
einen Anstieg der Neuerkrankungen, wobei HCV die HBV Infektion als Hauptursache des
HCCs verdringt hat (11, 12). In Japan sind 80% der HCC-Erkrankungen mit einer
chronischen Hepatitis C assoziiert (13), in Europa und den USA sind 30-60% der HCC-
Patienten HCV-positiv (14-16).

Global gesehen ist die Aflatoxinbelastung eine der wichtigsten Ursachen fiir die Entstehung
eines HCCs. Aflatoxine sind Mycotoxine der Schimmelpilze Aspergillus flavus und
Aspergillus parasiticus, welche haufig in Entwicklungsldnder Nahrungsmittel wie Mais, Reis
und Erdniisse kontaminieren (17). AuBlerdem findet sich der Schadstoff in der Milch und in
Milchprodukten von Tieren, die mit Aflatoxin-verseuchtem Futter erndhrt wurden. HBV-
positive Personen mit Aflatoxin-Exposition haben ein 30fach hdheres Risiko, ein HCC zu
bilden als Menschen ohne Hepatitis B Infektion (18).

Weitere Ursachen fiir die Entstehung eines HCCs sind neben genetischen
Stoffwechselerkrankungen wie Hadmochromatose und seltener a,-Antitrypsinmangel,
Autoimmunhepatitiden und primér bilidre Erkrankungen. Eine weitere haufige Ursache ist die

alkoholische Leberzirrhose. Alkoholmissbrauch ist gerade in Europa und den USA eine
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hiufige Ursache fiir die Bildung einer Zirrhose, gefolgt von der Ausbildung eines HCCs (19,
20). In den USA liegt diese Atiologie 15% der HCCs zugrunde (21).

Die humane Hepatokarzinogenese ist ein schrittweiser Prozess mit verschiedenen
prdmalignen Stadien, was mit der Beobachtung korreliert, das zwischen dem Auftreten der
chronischen Lebererkrankung und der Manifestation eines HCCs héufig Jahre oder sogar
Jahrzehnte liegen (22) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Die humane Hepatokarzinogenese
Schematische Darstellung der sequentiellen Ablaufe in der Hepatokarzinogenese

Durch oben genannte Ursachen kommt es zu einer chronischen Leberschiddigung (z.B.
Hepatitis), die hiufig mit der Entstehung einer Zirrhose assoziiert ist. Uber phinotypische
Verdanderungen und erhohte Zellproliferation der Hepatozyten bilden sich zunichst
dysplastische Foci (Durchmesser 0,1 cm), die als fritheste primaligne Vorldufer der HCC-
Entstehung angesehen werden (23). Histologisch zeigen diese dysplatischen Lésionen bereits
einige Charaktersitika der HCCs (erhohtes Kern-Zytoplasma Verhiltnis, zytoplasmatische
Basophilie), es gibt jedoch keine definitiven Anzeichen einer malignen Transformation (24).
Aus den dysplastischen Foci entwickeln sich durch weiteres Wachstum dysplastische Knoten,
die ebenfalls zu den prdmalignen Lisionen gezdhlt werden. Im weiteren Verlauf der

Tumorprogression kommt es zur malignen Transformation und zu Bildung ,,frither HCCs.




Einleitung

Diese unterscheiden sich durch ihre Gréfe (<2 cm), den hohen Differenzierungsgrad,
langsames Wachstum und nicht invasives Verhalten von fortgeschrittenen HCCs (25).

Der initiale viral oder krankheitsbedingte Stimulus reicht fiir die Entstehung und die
Progression des HCCs als alleinige Erklarung jedoch nicht aus. Hierfiir sind die Dysregulation
zelluldrer Reparaturmechanismen, des regulierten Zelltods (Apoptose), der Proliferation und

weiterer zelluldrer Steuerungsmechanismen erforderlich (26).

1.2.2. Molekulare Mechanismen der Hepatokarzinogenese

1.2.2.1. Mutationen tumorrelevanter Gene
Die intrazelluldren Signalwege, welche Proliferation, Apoptose, genomische Integritit und

Differenzierung vermitteln, umfassen tausende von Molekiilen, deren verdanderte Expression
oder Struktur den Zellphdnotypen nachhaltig verdndern konnen. Einige dieser Molekiile sitzen
an kritischen Knotenpunkten, die verschiedene zelluldre Prozesse miteinander verbinden (z.B.
p53). Prinzipiell kann der Funktionsverlust von Tumorsupressorgenen (z.B. retinoblastom-1)
bzw. die Uberexpression von Onkogenen (z.B. Cyclin D1, myc) dazu fiihren, dass Zellen
unkontrolliert proliferieren und die Regulation durch Apoptose umgehen und somit der
zelluliren Wachstumskontrolle entkommen. (Auswahl einiger dysregulierter Signalwegs-
komponenten im HCC in Tabelle 1).

Mégliche Ursache fiir eine solche Anderung der Expression konnen chromosomale
Zugewinne oder Verluste sein. Im HCC sind solche Allelverluste hiufig auf den
Chromosomen 8p (38%), 16q (35,9%), 4q (34,3%), 17p (32,2%) und 13q (26,2%) lokalisiert,
wihrend Zugewinne in den Regionen 1q (57,1%), 8q (46,6%), 6p (22,3%) und 17p (22,2%)
vorkommen (22, 27). Dabei treten die Verluste der Chromosomenregionen 4q, 17p und 16q
verstirkt in HBV-induzierten HCCs auf, was eine Atiologie-assoziierte Verinderung des
Wirtsgenoms vermuten ldsst. Weiterhin erfolgen die verschiedenen chromosomalen
Aberrationen zu verschiedenen Zeitpunkten der Tumorprogression. So konnen die
genomischen Imbalancen der Region 1q, wenn auch in geringerer Frequenz, bereits in
dysplastischen Knoten nachgewiesen werden (28), wéhrend die Verluste des
Chromosomenarms 8p vermehrt in den spiteren Progressionsstadien auftreten (29). Vielen
der von genomischen Alterationen betroffenen Chromosomen-Regionen konnten
verschiedene tumorrelevante Gene zugeordnet werden (z.B. p53 auf 17p, retinoblastom-lauf

13q, myc auf 8q).
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Tabelle 1: Zusammenfassende Aufstellung von Genen, die haufig im HCC dysreguliert vorliegen

Einige der in Tabelle 1 aufgefiihrten Tumorsuppressorgene und Onkogene werden

nachfolgend detaillierter beschrieben und es wird auf die verschiedenen Formen ihrer

Dysregulation im Rahmen der Hepatokarzinogenese eingegangen.

retinoblastom-1 (rb-1)

Das Tumorsuppressorgen rb-1 ist ein Zellzyklusregulator und kontrolliert den Ubergang der

Gl in die S-Phase. Die Kontrolle der Zellzyklusprogression erfolgt durch Bindung der

Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, welche in ungebundener, aktiver Form die

Expression von proliferationsrelevanten Genen induzieren. Die Aktivitdt des RB-1 Proteins
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wird tiber die Phosphorylierung durch cyclinabhéngige Kinasen (,cyclin dependent kinase’,
CDKs) reguliert, welche wiederum von verschiedenen CDK-Inhibitoren wie dem pl16™ <",
dem p21“"" oder dem p27*"! blockiert werden. Die Phosphorylierung des RB-1 vermittelt
die Freisetzung der Transkriptionsfaktoren gefolgt von DNA-Synthese und Zellzyklus-
Progression.

Der in ca. 30% der HCCs beschriebene Funktionsverlust des RB-1 ist in der iiberwiegenden
Zahl der beschriebenen Félle mit dem Verlust des Genlocus 13q14 assoziiert (30), wiahrend
Mutationen des Gens, die zum Funktionsverlust fiihren bisher kaum beschrieben wurden (31).
Die fehlende oder reduzierte rb-1 Expression fiihrt zu einer erhdhten Bioverfiigbarkeit der
E2F-Faktoren und somit zu einer Steigerung der Proliferationsrate. Ebenfalls zum Verlust der
Zellzykluskontrolle fiihrt sowohl die Zunahme der RB-1 inhibierenden CDKs (z.B. CDK4)
als auch die verringerte Bioverfligbarkeit der CDK-Inhibitoren, unter anderem verursacht
durch den Expressionsverlust des pl6™“** durch Promoter-Hypermethylierung oder mit

Mutationen assoziiertem Funktionsverlust (32).

p53

Das Tumorsuppressorgen p53 ist zentraler Regulator der Zellzykluskontrolle, der DNA-
Reparatur und der Apoptose (33, 34). p53 ermoglicht der Zelle, auf genomische Schidigung
zu reagieren, indem es durch die Induktion von Zellzyklusinhibitoren wie p21<"' den
Zellzyklusarrest bewirkt, sich direkt an der DNA-Reparatur beteiligt oder durch Stimulation
spezieller proapoptotischer Gene wie BAX die Apoptose induziert. Ein Funktionsverlust des
p53 ermdglicht somit Uberleben und Proliferation von Zellen mit akkumulierenden
Mutationen und begiinstigt so die Tumorentstehung und Tumorprogression.

In rund 50% aller humanen Tumore und 30% der HCCs liegt ein solcher p53 Funktionsverlust
vor (22, 35). Griinde hierfiir sind zum einen der zuvor beschriebene Verlust des Genlocus
17p. Ebenso kann die Inaktivierung auch durch die Bindung des p53™" durch virale Proteine
wie das Hepatitis B HBxAg verursacht werden (36, 37). Ferner fiihrt eine gerade in
Entwicklungslédndern weit verbreitete Aflatoxin Bl-assoziierte Mutation in Codon 249 zum
Funktionsverlust des p53™ (38). Wihrend diese Mutation nur in 4% der HCC Patienten in der
westlichen Welt detektierbar ist, kann sie in Stidchina und Afrika in 36% aller HCCs
nachgewiesen werden. Aber nicht nur der Verlust des p53 (,loss of function’) sondern auch
ein protumorigen wirkender Funktionszugewinn (,gain of function’) wurde fir das HCC
beschrieben. So wurde die Wirkung dieser ,gain of function” Mutation mit der Tumorgréfe,
dem Grad der Entdifferenzierung (39), erhohter Proliferation (40) und einer gesteigerten

Invasivitit (41) korreliert.
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Cyclin D1

Das Onkogen cyclin D1 ist ein zentraler Regulator des Zellzyklus und eine Komponente des
Retinoblastom-1 Signalwegs. Zusammen mit CDK4 fiihrt es als Komplex in der G1-Phase zur
Hyperphosphorylierung des RB-1 Proteins und somit zur Freisetzung der gebundenen
Transkriptionsfaktoren. Dieser Vorgang ermdglicht die Initiation der Replikation. In 10-20%
der HCC:s liegt Cyclin D1 amplifiziert und iiberexprimiert vor (22). Diese erhohte Expression
fiihrt zu einer gelockerten Zellzykluskontrolle und korreliert ebenso wie die Uberexpression
weiterer Cycline (z.B. Cyclin A und E) mit schlechter Differenzierung, mikrovaskuldrer

Invasion, Metastasierung und erhohter Proliferation (42, 43).

COX-2

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist ein Enzym, das die Umsetzung von Arachidonsdure zu
Prostaglandin katalysiert. COX-2 Aktivitdt ist mit Proliferation und Antiapoptose assoziiert
und vermittelt Neoangiogenese und invasives Verhalten (44, 45). Es konnte gezeigt werden,
dass die spezifische Inhibierung der COX-2 zur Aktivierung verschiedener Caspasen (z.B.
Caspase 9 und Caspase 3) fiihrt und Apoptose induziert (46). In 50-97% der HCCs konnte
eine Uberexpression von COX-2 nachgewiesen werden (47), welche unter anderem auf die
Amplifikation der Chromosomenregion 1q25.2-q25.3, auf der cox-2 lokalisiert ist, zuriick zu
fiihren ist (48).

1.2.2.2. Dysregulation tumorassoziierter Signalwege
Abgesehen von der Dysregulation einzelner Genprodukte, kann es im Rahmen der

Hepatokarzinogenese zur Modifikation ganzer Signalwege kommen. Diese Verdnderungen

basieren in der Regel auf der Dysregulation einzelner Signalwegskomponenten.

Wingless (WNT)-Signalweg

In 25-30% der HCCs wurde eine Dysregulation des hoch konservierten wnt-Signalweges
beschrieben, der an der Regulation der Proliferation, der Motilitdt und der Organogenese
beteiligt ist (49). Neben myc (Proliferation), survivin (Antiapoptose), Metalloproteinasen
(mmp-7) (Invasion) und vascular endothelial growth factor (vegf) (Angiogenese) gehort auch
cyclin D1 zu den beschriebenen Zielgenen (50).

Die WNT-Liganden binden an einen der Frizzled-Rezeptoren und fithren so zur
Phosphorylierung des Protein Dishevelled (DSH), welches seinerseits die Glycogen Synthase
Kinase 3 beta (GSK38)-vermittelte Phosphorylierung und Ubiquitinierung des
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zytoplasmatischen Co-Aktivators B-catenin inhibiert. Das phosphorylierte B-catenin wird
anschliefend durch das 26S Proteasom aktiv degradiert. Daneben wurde ein weiterer
phosphorylierungsunabhéngiger Weg iiber die p53 induzierbare Ubiquitin-Ligase seven in
absentia homolog (SIAH) beschrieben (51). Wird B-catenin nicht degradiert, kommt es zu
einer Akkumulation des stabilisierten Proteins im Zellkern, wo es mit den
Transkriptionsfaktoren TCF/LEF einen Komplex bildet (52) und so die Expression der
Zielgene induziert.

Je nach Studie weisen bis zu 40% der HCCs eine nukledre B-catenin Akkumulation auf (53-
56). Daneben existieren zahlreiche beschriebene Mechanismen, die zu einer Anreicherung des
3-catenins in HCC-Zellen fiihren kdnnen. Zu diesen zdhlen die Mutation des Axin 1 und Axin

2, Komponenten des Degradationskomplexes (57).

TGFER-Signalweqg

Der TGFB-Signalweg ist ebenfalls in die Proliferationskontrolle involviert. Zur Gruppe der
Liganden gehoren unter anderem TGF1-3 und die bone morphogenic proteins (BMP) (58),
die an die TGFB Rezeptoren Typ I-IIl binden, und bei der Proliferationshemmung und
Apoptose der Hepatozyten von Bedeutung sind. Die Aktivierung des Rezeptors fiihrt zur
Phophorylierung der SMAD (,Mothers against decapentaplegic’), Transkriptionsfaktoren,
welche in den Kern translozieren und dort nach Komplexbildung mit anderen Co-
Regulatoren, wie CBP/p300 (59), die Expression von antiproliferativen Genen wie den CDK-
Inhibitoren induzieren. Weitere Zielgene des TGFB induzierten Transkriptionskomplexes sind
in die negative Feedback-Regulation involviert (z.B. SMAD-7), welche in die Ubiquitin-
abhingige Degradation des TGFB Rezeptors Typ 1 miindet (60).

Obwohl damit die Inaktivierung des TGFB-Signalweges potentiell protumorigene Effekte zu
vermitteln scheint, sind inaktivierende Mutationen selten beschrieben (61). Stattdessen wird
eine proinvasive, tumorfordernde Rolle des TGFB in Abhéngigkeit vom Vorhandensein des
Onkogens RAS diskutiert (62). Publizierte Daten deuten darauf hin, dass die protumorigenen
Effekte auf eine verbesserte Neo-Angiogenese und Tumorzellinvasivitdt zuriickzufiihren sind

22).

HGFE/MET-Signalweq

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist der potenteste Wachstumsfaktor fiir Hepatozyten
und vermittelt nach der Bindung an den MET-Rezeptor Proliferation (63), Migration (64)
sowie Survival’ (65) und Angiogenese (66). Nach der HGF Bindung kommt es zur

Rezeptortetramerisierung, gefolgt von der Auto- und Paraphosphorylierung verschiedener

8
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Adapterproteine und der Aktivierung verschiedener Downstream-Effektoren wie PLCy, PI3K
oder ERK (67). Zwar ist in 70% der HCCs eine MET-Expression nachweisbar, jedoch liegt
im Vergleich zum peritumordsen Geweben nur in 20-48% der Fille eine Uberexpression vor
(68). Die Rezeptoriiberexpression ist in 16,8% aller HCCs mit einem Zugewinn des
Chromosomenarms 7q assoziiert (27). Der Ligand HGF, der Tumorzellen zur Invasion
stimuliert, konnte im HCC als hochreguliert nachgewiesen werden (69-71), obwohl er nicht
von den Tumorzellen selbst, sondern durch diese induziert von hepatischen Sternzellen und

Myofibroblasten synthetisiert wird.

1.3. IGF-Achse
Der Insulin like Growth Factor (IGF) Signalweg ist sowohl in der embryonalen Entwicklung

wie auch im Adulten von zentraler Bedeutung. Uber ihn werden Antiapoptose, Proliferation
und Zelldifferenzierung vermittelt. Zu den Mitgliedern der IGF-Achse gehéren neben den
Liganden IGF-I und IGF-II und den verschiedenen Rezeptoren (der signaltransduzierende
Insulin- und IGFI1-Rezeptor und der regulatorische IGF2 Rezeptor) auch Bindeproteine
(IGFBP 1-6) und Bindeprotein-Proteasen, die die Bioverfiigbarkeit der Liganden regulieren.

Liganden
Die jeweils 7.5 kD groB8en IGF-I und IGF-II Peptide sind auf Aminosdureebene zu 70%

identisch (72, 73). Wihrend IGF-I hauptsédchlich von Hepatozyten produziert und sezerniert
wird (74), erfolgt die Produktion von IGF-II in Hepatozyten ebenso wie in Kupfferschen
Zellen, Endothelzellen und hepatischen Stern-Zellen (75). Die IGF-II Synthese wird durch
transkriptionelle Repressoren der Promotorregion und damit verbundene gewebs- und
entwicklungsspezifische Promotoraktivitit (76, 77), zwei Polyadenylierungssignale (78) und
genomisches Imprinting reguliert (79). Vier verschiedene Promotoren P1-P4 vermitteln die
IGF-II Expression, welche in allen normalen Geweben mit Ausnahme der adulten Leber
aufgrund des Imprintings monoallelisch ist (80). In der fotalen Entwicklung werden grof3e
Mengen IGF-II von den Promotoren P2-P4 exprimiert. (81). Nach der Geburt verdndert sich
die Aktivitdt der Promotoren mafgeblich und der IGF-II Spiegel sinkt. Wahrend die Synthese
durch die Promotoren P2-P4 weiterhin monoallelisch bleibt, aber deutlich reduziert wird,
kommt es in der adulten Leber zu einer biallelischen Expression durch den P1 Promoter (76,

81, 82).
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IGF-Bindeproteine (IGFBPs)

Durch Bindung der Liganden konnen die verschiedenen Bindeproteine die Bioverfiigbarkeit
und somit die Bioaktivitit der Wachstumsfaktoren mafBgeblich beeinflussen und so IGF-
vermittelte Effekte in Abhédngigkeit vom physiologischen Kontext steigern oder reduzieren
(83). In der Leber werden IGFBP-1, -2 und -4 wie auch das ,acid-labile subunit’ Protein
(ALS) von Hepatozyten synthetisiert und sezerniert, wihrend IGFBP-3 auflerdem von
Kupfferschen Zellen, Endothelzellen und hepatischen Stern-Zellen produziert wird (75).
IGFBP-1-4 wirken antiproliferativ und binden IGF-I und IGF-II mit gleicher Affinitt,
wihrend IGFBP-5 und IGFBP-6 eine 10fach hohere Affinitdt zu IGF-II besitzen (84, 85).
Insgesamt liegen rund 99% des im Blut zirkulierenden IGF-II gebunden vor, wobei 75% auf
einen terndren Komplex aus IGFBP-3, IGF-II und dem stabilisierend wirkenden ALS
entfallen (86, 87).

IGFBP-Proteasen
Alle sechs Bindeproteine sind Substrat fiir die Spaltung durch IGFBP-Proteasen und ihre

proteolytische Spaltung ist mit einer erhohten IGF Freisetzung und Aktivitdt assoziiert (88,
89). AuBer Catepsin, welches spezifisch IGFBP-3 spaltet (90) gehdren unter anderem Plasmin
und MMPs zu den Bindeprotein-Proteasen (83, 91).

Rezeptoren
Neben der Kontrolle der IGF-Bioverfiigbarkeit durch inhibierende Proteinkomplexierung

vermittelt der IGF2R eine Regulation der IGF Konzentration. Nach der Bindung des
Wachstumsfaktors kommt es zur Internalisierung des Liganden-Rezeptorkomplexes und zur
lysosomalen Degradation (92, 93). Zusétzlich zum membranstindigen IGF2R gibt es eine
l6sliche Isoform, die durch die Abspaltung eines 20 kD carboxyterminal gelegenen Teils
entsteht. Dieser frei zirkulierende Rezeptorteil besitzt die Féhigkeit, IGF-II extrazelluldr zu
binden und so ebenfalls die Abnahme der Bioverfiigbarkeit zu bewirken (94, 95).

Im Gegensatz zum nicht signaltransduzierenden IGF2R haben die Rezeptoren IGF1R und
eine spezielle Splicevariante des INSR, die INSR Isoform A (96), die Féahigkeit, mitotische
und antiapoptotische Signale zu vermitteln. Beide Rezeptoren gehdren zur Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen und bestehen aus einer extrazelluldren o—Untereinheit und einer
transmembrandren, katalytischen B—Untereinheit, die ein Rezeptormonomer bilden (97). Die

Bindung des Liganden an die o-Untereinheit fithrt zu einer Dimerisierung der
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Rezeptormonomere, was eine Konformationsdnderung bewirkt. Dadurch wird ein
Pseudosubstrat-Protein-Loop der intrazelluldren Rezeptordoméne aus dem aktiven Zentrum
der Tyrosinkinase entfernt. Durch diese Aktivierung kommt es zu einer gegenseitigen trans-
Phosphorylierung der beiden Rezeptormonomere (98). Favelyukis und Kollegen konnten
mittels Rontgenstrukturanalysen im ,activation loop’ drei Tyrosinreste identifizieren, deren
sequentielle Phosphorylierung zur Aktivierung des katalytischen Zentrums flihrt (99). Auller
den beiden bisher erwidhnten Rezeptoren sind auch Hybridrezeptoren, bestehend aus je einem
INSR und einem IGFIR Monomer, in der Lage, IGFs zu binden und Signalkaskaden zu

induzieren.

IGF-Signaltransduktion

Die IGF-vermittelte Signaltransduktion erfolgt unter anderem iiber die Komponenten des
MAPK (mitogen aktivated protein kinase)-Signalweges wie auch iiber PI3K (Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase)-Signalwegskomponenten.

Die MAPK Signaltransduktionskaskade wird durch die Bindung der ,Src homolgy’ (SH2)
Domine des ,Growth factor receptor-bound protein 2’ (Grb2) Adaptermolekiils an den
Rezeptor oder an das Rezeptor-gebundene Insulin Rezeptor Substrat (IRS) aktiviert. Grb2
rekrutiert ,son of sevenless’ (SOS) und dieser Komplex interagiert mit RAS und aktiviert
dieses Protein, das zur Gruppe der kleinen, monomeren G-Proteine gehort (100). Aktives Ras
initiiert die RAF-Phosphorylierung, indem es das normalerweise im Zytoplasma vorliegende
Protein an die Zellmembran transloziert (101). Dort kommt es unter anderem durch
Mitglieder der Src-Kinasen-Familie und der ,p2l-avtivated protein kinase’ (PAK) zur
Phosphorylierung (102). RAF gehort zur Gruppe der MAPKKK (Mitogen activated protein
kinase kinase kinase’) und ist ein Protein einer Signalkaskade, in der nachfolgend unter
anderem MEK und ERK aktiviert werden (101, 103). ERK wiederum phosphoryliert
verschiedene Substrate, was zur Aktivierung der Proteinsynthese, zur Induktion von
Genexpression oder strukturellen Verdnderungen des Zytoskeletts fithrt. Durch ERK kommt
es zur Transkription ,frither Gene wie JUN, FOS, MYC und MYB, die wiederum die
Expression verschiedener flir die Zellzyklusprogression bendtigter Gene induzieren (103,

104).
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Abbildung 2: vereinfachte Darstellung der IGF vermittelten Signaltransduktion

In dieser vereinfachten lllustration der IGF-Achse sind ausgewahlte Signalmolekile, Transkriptions-
faktoren und Zielgene dargestellt. Die Komplexitdt der Ablaufe und weitere Wechselwirkungen
verschiedener Molekile untereinander wurden dabei nicht bertcksichtigt. Die funkionelle Zuordnung
erfolgte in Anlehnung an Foulstone (105)

12



Einleitung

Die Aktivierung der signaltransduzierenden Rezeptoren fiihrt ebenfalls zur Rekrutierung der
PI3K an die Zellmembran. AnschlieBend wird die Proteinkinase B (AKT/PKB) durch PI3K
an die Zellmembran transloziert, wo es zu einer Konformationsdnderung und der PDK
(Pyruvat Dehydrogenase Kinase)-vermittelten Phosphorylierung zweier Tyrosinreste kommt
(106). Nach der Aktivierung dissoziiert AKT/PKB von der Plasmamembran und es kommt
zur Phosphorylierung zahlreicher Substrate im Zytoplasma ebenso wie im Nucleus (107).
Unter anderem reguliert AKT/PKB so die Transkription von p27°"'. Eine erhéhte AKT/PKB
Aktivitat fiihrt zu einer dauerhaften Phosphorylierung des Inhibitors, der dadurch nicht in den
Nucleus transloziert und deshalb nicht die CDK-Funktion blockieren kann; es kommt zur
Zellzyklusprogression (108, 109). Ein weiterer Effekt der AKT/PKB-Aktivierung ist die
inhibierende Phosphorylierung von GSK38 (110). Diese fiihrt zu einem Anstieg des Cyclin
DI im Nucleus und somit ebenfalls zu einer Begiinstigung der Proliferation (111), da die
GSK3B-vermittelte Phophorylierung und der damit verbundene Kern-Export des Cyclins
blockiert ist. Dariiber hinaus kann aktiviertes AKT/PKB Apoptose inhibieren. Die Kinase
phosphoryliert unter anderem entweder das proapoptotische Bcl2-Familienmitglied Bad und
verhindert somit die durch Bcl-Xp, Bindung initiierte Apoptose (112) oder inhibiert direkt die
Caspasen, Hauptakteure der Apoptose, durch Phosphorylierung (113). Einen direkten Einfluss
auf die Genregulation hat AKT/PKB durch die Regulation der Transkriptionsfaktoren der
,Forkhead box class O’ (FOXO) Familie (114, 115), die unter anderem die Expression des
proapoptotischen Bcl2 Familienmitglieds Bim (116), p27<"*' (117), Cyclin B, Gadd 45 und
MnSOD (118) modifizieren.

1.4. 1GF-Achse in der humanen Karzinogenese
Zahlreiche Dysregulationen von Komponenten der IGF-Achse sind in Zusammenhang mit

verschiedenen Tumorentitéten beschrieben worden. So korreliert ein erhdhter IGF-I Spiegel
im Blut-Serum mit einem erhohten Risiko an Prostata-, Brust-, Darm- und Lungenkrebs zu
erkranken (119). Die reduzierte IGF2R Expression in Verbindung mit einer erhohten IGFIR-
und IGF-II-Synthese ist fiir verschiedene adulte und pédiatrische Tumore beschrieben worden
(120). In murinen HCC-Modellen konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte IGFBP-3
Aktivitdt ebenso wie eine Inhibierung der Bindeprotein-Proteasen und der damit verbundene
IGFBP Anstieg die IGF-II Bioaktivitét deutlich reduziert, was ein geringeres Tumorwachstum
zur Folge hat (121).

In der humanen Hepatokarzinogenese konnte eine pathophysiologische Verbindung zwischen

dem Liganden IGF-II und der Tumorzellproliferation gezeigt werden (122). Eine erhdhte
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Bioverfiigbarkeit des Wachstumsfaktors kann durch drei verschiedene Arten der
Dysregulation zustande kommen, (i) die reduzierte IGFBP- (i1) sowie IGF2R-Konzentration
und (iii)) die verstirkte Expression des Liganden haben eine gesteigerte IGF-II-
Bioverfiigbarkeit zur Folge. Eine signifikante Reduktion der IGFBP-1, -3 und -4 wurde
bereits im HCC beschrieben (123), wobei einem Drittel der Fille der verminderten IGFBP-3
Expression eine Hypermethylierung des Promotors zugrunde lag (124). In einer Studie wurde
bei 63% der Patienten eine Reduktion des IGF2R im HCC-Gewebe nachgewiesen (125), in
den USA sind rund 70% der HCC mit einem Allelverlust am igf2r Locus und einer Mutation
im verbleibenden Allel assoziiert (126). Diese Beobachtung wird jedoch kontrovers diskutiert,
denn Arbeitsgruppen um Enomoto, Saeki und Wada konnten eine solche Reduktion in ihrem
jeweiligen Patientenkollektiv nicht bestitigen (127-129).

Die IGF-II Uberexpression kann verschiedene Ursachen haben. Sie scheint ein frithes
Ereignis in der Hepatokarzinogenese zu sein, denn sie kann bereits in dysplastischen Foci und
in ca. 40% der HCCs beobachtet werden (130-133). Zum einen konnte gezeigt werden, dass
im HCC eine verstdrkte Aktivitit des fotalen P3 Promotors vorliegt (133). Diese scheint mit
einer allelischen Imbalance und teilweise einem Re-Imprinting des maternalen Allels
einherzugehen (134, 135), was zum Wiedererlangen des fotalen Expressionsmusters fithren
kann. In 43% der dysplastischen Knoten, 78% der gut und 89% der méBig differenzierten
HCCs konnte eine dysregulierte Expression beider Allele nachgewiesen werden (136).
Zahlreiche Verbindungen zwischen der IGF-II Uberexpression und im HCC dysregulierten
Signalwegen (z.B. WNT-Signalweg) wie auch eine Assoziation mit HCC-Risikofaktoren
(z.B. virale Hepatitis) konnten gezeigt werden. So fiihrt die IGF1R-Signaltransduktion zu
einer Inaktivierung von GSK38, was eine Translokation des B-catenins in den Zellkern als
Folge der Aktivierung des WNT-Signalwegs bewirken kann (137). Ein Zielgen dieses
aktivierten WNT-Signalwegs sind die Matrixmetalloproteinasen, welche wiederum zu einer
Degradation der Bindeproteine fithren, was eine erhohte IGF-II Verfiigbarkeit zur Folge
haben kann (138). Die Aflatoxin-induzierte p53 Mutation p53™2* fithrt zu einer verstirkten
IGF-II- und IGF1R-Expression (139). Einige Arbeiten finden eine Korrelation der erh6hten
IGF-II-Expression mit HBV- und HCV-assoziierter Zirrhose (140, 141), was in der Induktion
der Promotor P4 vermittelten IGF-II-Synthese durch das HCV ,core’ Genprodukt begriindet
sein kann (142), wahrend andere Studien keinen Zusammenhang finden konnten (131).

Auch fiir die anderen Komponenten der IGF-Achse wurden biologisch relevante
Verinderungen beschrieben. So kénnte eine fiir das HCC gezeigte Uberexpression des IRS1

Adapterproteins wie im Mausmodell zu einer konstitutiven Aktivierung der RAF/MEK/ERK
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Signalkaskade fithren (143, 144). Eine erhohte IGF1R-Expression wird durch das HBx
Protein verursacht (145), was ebenso wie der Verlust des PI3K Inhibitors PTEN in 10% aller
HCC zu einer verstirkten Signaltransduktion fiihrt (146, 147).

Aufgrund der zahlreichen beschriebenen Dysregulationen verschiedener Komponenten der
IGF-Achse, im besonderen IGF-II als am stdrksten reguliertes Gen im HCC (131), stellt die
IGF-II vermittelten Signaltransduktion ein viel versprechendes Ziel fiir therapeutische
Ansitze dar. Die unterschiedlichen Strategien, die in verschiedenen Modellsystemen zur
Modulation des IGF-Signalwegs entwickelt werden, unterscheiden sich jedoch beziiglich ihrer
Effektivitit und Spezifitit erheblich (siche Diskussion). Als eine geeignete Methode erscheint
die RNAinterference (RNAI), welche das gezielte Ausschalten sowohl des Liganden wie auch

der einzelnen signaltransduzierenden Rezeptoren ermdglicht.

1.5.  RNAinterference
Die RNAinterference (RNAI) ist ein Prozess, bei dem eine genspezifische doppelstringige

RNA (dsRNA) die Synthese eines Genproduktes durch die Degradation der mRNA
verhindert. Dabei handelt es sich um einen endogenen, natiirlichen Vorgang, der durch
dsRNA Molekiile verschiedener Lange und Struktur induziert werden kann. In Pflanzen ist
der Mechanismus als ,posttranskriptionelles Gene Silencing’” (PTGS) bekannt und schiitzt
diese vor viralen Infektionen (148). Im Jahr 1998 wurde von Fire und Mello erstmals eine
Methode beschrieben, bei der es durch eine gezielt eingebrachte dSRNA zum spezifischen
Ausschalten der Expression eines Genproduktes in C. elegans kam (149). Bei diesem, von
ihnen RNAinterference genannten Vorgang, schien es sich um einen katalytischen Prozess zu
handeln, denn nur wenige Molekiile waren ausreichend, um die Expression des
komplementidren Gens aufzuheben. Dieser Entdeckung folgten genauere Untersuchungen des
zugrunde liegenden Mechanismus. Hamilton und Baulcombe konnten in Arabidopsis kurze
21-25 nt lange dsRNAs als Effektormolekiile identifizieren, die aus einer langen dsRNA
prozessiert worden waren und deren Sequenz komplementér zu der der degradierten mRNA
war (150). Dieser zweistufige Ablauf, zunédchst die Prozessierung der eingebrachten dsRNA
gefolgt von der Degradation der mRNA, wurde auch in C. elegans nachgewiesen. Die durch
das Enzym Dicer (RNase) prozessierte dsSRNA wies mit ihren 21-23 nt Lénge und 2
Nucleotiden 3’-Uberhang eine spezielle Struktur auf und wurde als ,small interfering” RNA
(siRNA) bezeichnet (151, 152). Obwohl sich RNAi in C. elegans und anderen niederen
Eukaryoten schnell als géngige Methode zur gezielten Reduktion einzelner Gene durchsetzte

(153, 154), wurde angenommen, dass sie in Sdugerzellen keine Anwendung findet. Dort
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aktivieren dsSRNA-Molekiile, die ldnger als 30 bp sind, einen unspezifischen Interferon (IFN)-
Signalweg, aus dem die prinzipielle Reduktion der Proteinbiosynthese resultiert (155). Diese
Ansicht wurde im Jahr 2001 durch die Arbeit von Tuschl und Kollegen revolutioniert. Sie
konnten zeigen, dass synthetische siRNA-Molekiile in Sdugetierzellen genspezifische RNAI
induzieren, ohne eine IFN-Antwort auszuldsen (152, 156). Im Gegensatz zu Invertebraten und
anderen niederen Eukaryoten wird eine nach dem Vorbild der endogen prozessierten
Effektormolekiile chemisch synthetisierte siRNA eingebracht (transfiziert). Obwohl in den
ersten Experimenten keine unspezifischen Effekte beobachten wurden, beschrieben
anschlieBend einige Gruppen trotzdem die Induktion einer unspezifischen IFN-Antwort (157-
159).

Neben der siRNA und der langen dsRNA wurden weitere doppelstringige RNAs als
Effektormolekiile entdeckt. Sowohl in der Fliege, im Wurm wie auch im Menschen konnten
zahlreiche endogene RNA Molekiile beschrieben werden, die zunéchst als ,Hairpin’-Struktur
vorliegen (160-162). Aus diesem ,Hairpin’ wird durch das Dicer Enzym dsRNA prozessiert.
Aufgrund ihrer regulatorischen Funktion und der Ahnlichkeit zu der siRNA werden diese
endogenen RNAs als microRNA (miRNA) bezeichnet. Die durch die Bindung der miRNA an
die mRNA verursachte sterische Hinderung flihrt dazu, dass miRNAs partiell homologe Gene
verstirkt durch die Blockade der Proteinbiosynthese inhibieren (155, 159, 163).

Wihrend man dem Wurm C. elegans die dsSRNA Molekiile durch Fiitterung oder Injektion
verabreicht, bedarf die Anwendung der siRNA in der eukaryotischen Zellkultur chemischer
und physikalischer Techniken. Die Einbringung der siRNA und der miRNA kann sowohl
durch Elektroporation oder lipophile Reagenzien erfolgen (ausschlieBlich in der Zellkultur
anwendbar; (164-166), als auch durch die Transfektion (und Integration) ,short hairpin” RNA
(shRNA) exprimierender Plasmide und viraler Vektoren (155, 167, 168). Im Mausmodell ist
die Applikation der siRNA auch durch Injektion in die Schwanzvene moglich, wobei
verschiedene Organe eine unterschiedlich starke Anreicherung der der siRNA und somit eine
unterschiedlich starke Reduktion der Genexpression aufweisen (169, 170).

Der Mechanismus der RNAI ist, unanhdngig vom verwendeten Effektormolekiil, in allen
Organismen identisch (dargestellt in Abbildung 3). dsSRNA wird, ggf. nach der Prozessierung,
am 5’-Ende phosphoryliert und in den ,RNAI induced silencing complex’ (RISC) eingebaut,
in dem durch ATP-abhidngige RNA-Helicase Aktivitit die dsRNA zu Einzelstringen
entwunden wird (171). Der ,antisense’ Strang der Duplex verbleibt im RISC und fiihrt diesen

zur homologen Zielgen- mRNA.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der RNAI

Doppelstrangige RNA wird zu einer 21 nt langen siRNA prozessiert und fuhrt in der Zelle je nach
Homologie zur mMRNA Degradation oder zur Blockade der Proteintranslation (Abbildung modifiziert aus
Vivek Mittal, Nature Reviews in Genetics 2004)

Bei nur partieller Homologie zur mRNA kommt es zur Repression der Proteintranslation, die
antisense RNA wirkt als miRNA (155, 159). Bei vollstdndiger Homologie kommt es hingegen
zur Degradation der mRNA durch die mit dem RISC assoziierte Endoribonuclease, die RNA
wirkt als siRNA (152, 172). Nach der Spaltung der mRNA verbleibt der ,antisense’
Einzelstrang der Duplex im RISC und kann die Degradation weiterer homologer mRNA

Molekiile katalysieren (173).
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1.6. Zielsetzung
Das hepatozellulire Karzinom (hepatocellular carcinoma, HCC) ist eine der weltweit

hdufigsten Tumorerkrankungen. Da zum Zeitpunkt der Diagnose bei den meisten Patienten
ein fortgeschrittenes, inkurables Tumorstadium vorliegt, sind insbesondere das Verstindnis
der Progressionsmechanismen und ihre potentielle therapeutische Beeinflussung von zentraler
wissenschaftlicher Bedeutung. So ist die Uberexpression des Wachstumsfaktors insulin-like
growth factor (IGF)-II und die damit verbundene erhohte Aktivitdt des IGF-Signalweges in
bis zu 40% aller HCCs dokumentiert worden. Aufgrund der durch diesen Signalweg
vermittelten protumorigenen biologischen Effekte (Proliferation, Antiapoptose und
Angiogenese) stellt dieser Signalweg einen moglichen therapeutischen Angriffspunkt dar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedene Komponenten des IGF-Signalweges
hinsichtlich ihrer protumorigenen Funktion und potentieller therapeutischer Optionen in
HCC-Zellen analysiert werden. Dazu sollen sowohl der Ligand IGF-II als auch die
signaltransduzierenden Rezeptoren IGF1-Rezeptor (IGF1R) und Insulin-Rezeptor (INSR)
mittels RNAinterference in verschiedenen HCC Zelllinien spezifisch inhibiert werden. Nach
der Etablierung des Protokolls und dem Nachweis der erfolgten Inhibierung sollen sowohl die
Effekte = auf den  Phosphorylierungsstatus  von  typischen  zytoplasmatischen
Signalwegskomponenten als auch die Auswirkung auf funktionelle Aspekte wie Proliferation
und Apoptose untersucht werden. Durch die vergleichende Analyse der spezifischen
Expressionsprofile nach Inhibierung von IGF-II und den Rezeptoren IGFIR und INSR sollen
exklusive und redundante Zielstrukturen der Signalwegskomponenten identifiziert und
verifiziert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es somit, mit Hilfe der RNAi-vermittelten Modulation von
verschiedenen IGF-Signalwegskomponenten mechanistische und funktionelle Unterschiede
zwischen diesen potentiellen Zielstrukturen in HCC-Zellen zu identifizieren und die
theoretische Grundlage fiir hochspezifische und nebenwirkungsarme Therapieansitze zu

legen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verwendete Losungen, Chemikalien und Kits

Produkt

Hersteller

Standardchemikalien (soweit nicht anders vermerkt)

Bio-Rad (Miinchen)
BD-Bioscience (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Einwegpipetten, Pipettenspitzen und Reaktionsgefialle

Eppendorf (Hamburg)
Greiner (Niirtingen)
ABImed (Langenfeld)

Plastikware Zellkultur

Greiner (Niirtingen)
Falcon (Heidelberg)
Nunc™ (Wiesbaden)
TPP (Basel, Schweiz)

Medien und Zusitze fir die Zellkultur

PAA Laboratories (Colbe)

Vollentsaltzes Wasser fiir Losungen

(Reinstwassersystem Ultra Clear/Integra)

SG Wasseraufbereitung und

Regenerierstation (Barsbiittel)

ultraPure™ RNase freies Wasser fiir molekulare

Analysen

Invitrogen (Karlsruhe)

Enzyme und Puffer, AINTPs und Random-Primer

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

TagMan Sonden-Master Mix

Eurogentec (Seraing, Belgien)

TagMan SYBR"“Green-Master Mix

ABImed (Langenfeld)

BrdU-Proliferations-ELISA

Amersham Bioscience (Freiburg)

Vitalitdts-Test (MTT-Test)

EZ4U, Biomedica (Wien, Osterreich)

NucleoSpin® RNA II

Macherey-Nagel (Diiren)

ECL plus Western Blotting Detektionssystem

Amersham Bioscience (Freiburg)

VenorGeM, Mycoplasma-Detektions Kit

Minerva Biolabs (Berlin)

Filme (Western Blotting)

Kodak (Stuttgart)

Affymetrix Arrays Affymetrix (Santa Clara, CA, USA)
Kit RNA Nano Lab Chip ™ Agilent Technologies (B6blingen)
Celebrex (Wirkstoff Celecoxib) Pfizer (Karlsruhe)

Cisplatin Sigma (Deisenhofen)
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2.1.2. Gerate

Gerit

Hersteller

Lamina Flow (Microflow)

Nunc™ (Wiesbaden)

CO,-Inkubatoren (Hera cell 150)

Heraeus (Hanau)

Zellkulturzentrifuge Universal R32

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

Inverses Mikroskop (Axiovert 25)

Zeiss (Jena)

ABI Prism ® 7300 Real Time PCR System

Applied Biosystems (Darmstadt)

PCR Block (Multi Cycler PTC)

Biozym (Oldendorf)

Microfuge Micro 200

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

Schiittel-Thermoblock

Eppendorf (Hamburg)

pH-Meter (pH 210 Microprocessor pH Meter)

Hanna Instruments (Kehl am Rhein)

Photometer (Nanodrop® ND-1000 UV-VIS
Spectrophotometer)

Peqlab Biotechnologie (Erlangen)

ELISA-Reader (Multiscan Ascent)

Thermo Electron Corporation (Dreieich)

PAA-Gelelektrophorese System

Biozym (Oldendorf)

Western Blot Apparatur (LKB Multiphor II)

Pharmacia/Pfizer Pharma (Karlsruhe)

Taumelschiittler (Biometra WT17) Biometra (Gottingen)
Entwicklermaschine (Optimax Typ TR) MS Laborgerite (Heidelberg)
Agarosegelelektrophorese System Keutz (Reiskirchen)
Geldokumentationssystem (Alpha Imager™™) Biozym (Oldendorf)

Agilent 2100 Bioanalyser

Agilent Technologies (B6blingen)

FACS Calibur ™

BD Bioscience (Heidelberg)

2.1.3. Western Blot Antikorper

) Eingesetzte
Antigen Produkt/Hersteller Ig Klasse
Verdiinnung
phosphoPaxillin [pY>'] 44-720G/Biosource Kaninchen IgG 1:1000
phosphoERK 1/2 [pT'*pY "] 44-680G/Biosource Kaninchen IgG 1:1000
phosphoAKT/PKB [pS*"] 44-622G/Biosource Kaninchen IgG 1:1000
\ phosphoSrc [pY*"*] 44-660G/Biosource Kaninchen IgG 1:1000
< | INSR (B-Untereinheit) AHRO0271/Biosource Maus IgG 1:1000
- IGF-1Rp sc-713/Santa Cruz Kaninchen IgG 1:200
phosphoSTATI [Tyr’™"] #9171/CellSignalling Kaninchen IgG 1:1000
Actin Ab-1/MP
Aktin Maus IgG 1:10.000
Biomedicals, USA
v+ | anti Kaninchen (HRP-gekoppelt) #7074/Cell Signaling 1:2500
: anti Maus (HRP-gekoppelt) #7076/Cell Signaling 1:2500
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2.1.4. Oligonukleotide

2.1.4.1. Primer
Die Primer wurden sowohl von der Firma Thermo Electron Coperation (Ulm) wie auch von

der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) synthetisiert. Die Ausgangskonzentration betrug
100 uM, in den PCR-Reaktionen wurde eine 10 uM Arbeitsverdiinnung eingesetzt. Wenn
moglich, wurden die Primer fiir die Expressions-Analysen Tlbergreifend auf zwei
verschiedenen Exons gelegt, um eine Amplifikation eventuell enthaltener, kontaminierender

genomischer DNA zu verhindern.

Gleichung der
Primerpaare (Sequenz: '5‘ — 39 Position Schmelz- Standardkurve der gPCR
und ,gene bank accession no.* temperatur | mit Korrela?Ro?)skoefﬁzwnt
OAS 2 | NM_002535
TCA AGG ATT TAC CCT CGC TG 781-800 60°C | nur fiir PCR, daher keine
CTG GAT CCA AGA TTA CTG GC 1004-1023 60°C | Standardkurve erforderlich
IGF-11 | NM_000612
GTG CTT CTC ACC TTC TTG GC 583-603 62°C y=-3,88x + 18,45
GTC TTG GGT GGG TAG AGC AA 1028-1048 62°C R?=0,989
185-rRNA | NM_022551
AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG 447-467 60°C y =-3,82x +20,61
CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA 582-602 58°C R*=0,998
INSR | NM_000208
ACT ACA GCG TGC GAA TCC G 2864-2883 60°C y=-2,72x + 2491
TCC GGC ACG TAC ACA GAG C 3128-3146 62°C R?=0,978
IGFIR | NM_000875
AAG TTA TCT CCG GTC TCT GAG GC | 3308-3331 70°C y=-3,10x + 19,73
TGA AAT CTT CGG CTA CCA TGC 3467-3487 64°C R?=0,995
IGF2R | NM_000876
ACA GCC CTG CGG TGA CTA TTA CAT | 981-1004 72°C y=-3,02x + 18,22
CTG TGA GTT TGG GAA TGG TGC 1033-1053 64°C R?=0,998
TNFAIP3 | NM_006290
ACA GAA ACA TCC AGG CCA CC 275-295 62°C y =-3,48x + 16,24
GAA CGC CCC ACA TGT ACT GAG 392-413 66°C R?=0,993
VEGF | NM_001033756
CTT GCC TTG CTG CTC TAC C 735-754 60°C y=-3,53x + 18,86
CAC ACA GGA TGG CTT GAA G 917-936 58°C R?=0,996
IGFBP-2 | NM_000597
CAG GTT GCA GAC AAT GGC GAT 527-547 64°C y =-1,20x +26,93
GCT TCC GGC CAG CAC TG 616-632 58°C R?=0,981
TIMP 2 | NM_003255
CCT CCT CGG CAG TGT GTG G 580-598 64°C y =-2,17x +25,69
TGG GTG GTG CTC AGG GTG T 703-721 62°C R?=0,996
MAPK9 | NM_002752
AGT CAT CCT GGG TAT GGG CTA C 636-657 y =-3,02x +20,43
TGA TGG TGT TCC CAG CTG CT 767-786 62°C R=0,998
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2.1.4.2. TagMan Sonden
Die Sonden fiir die TagMan-Analyse sind am 5 und am 3’ Ende modifiziert. 5’ tragen sie den

Reporter-Fluoreszenzfarbstoff FAM  (5,6-Carboxyfluoreszin), dessen  Fluoreszenz
(Absorptionsmaximun bei ca. 485 nm, Emissionsmaximum bei ca. 525 nm) durch die
rdumliche Nédhe des ans 3’ Ende gekoppelten ,Quenchers’ TAMRA (Tetramethyl-6-
carboxyrhodamin) unterdriickt wird. Kommt es im Rahmen der DNA-Amplifikation zum
Einbau der Sonde, wird durch die 5’—3’ Exonuklease-Aktivitdt der verwendeten Polymerase
der ,Quencher” TAMRA abgespalten. Die Trennung der beiden Farbstoffe fiihrt zum Anstieg
des FAM-vermittelten Fluoreszenzsignals, welches sich proportional zur amplifizierten DNA-

Menge verhilt.

Sonde/
Gen Bank Accession Nr.

Position Sequenz (5°—3”)

IGF-II Probe 997-1020 FAM-TTC AGG GAG GCC AAA CGT CAC CG-TAMRA
NM 000612

18S-rRNA Probe 473-493 FAM-AGC AGG CGC GCA AAT TAC CC-TAMRA
NM_022551

2.1.4.3. siRNA Sequenzen
Die verschiedenen siRNA-Sequenzen wurden unter Verwendung der Design-Tools der

Firmen Qiagen (wwwl.qiagen.com/Products/GeneSilencing/CustomSiRna/SiRnaDesigner)
und Dharmacon (www.dharmacon.com/sidesign/) erstellt. Folgende Kriterien fiir die Auswahl

der doppelstringigen RNA wurden beriicksichtigt:

eine Liange von 19 nt

- ein GC-Gehalt von 30-52%

- hochstmogliche Genspezifitit
- nicht mehr als drei aufeinander folgende gleiche Basen

- 3’ zwei iiberhidngende Thymidinbasen

Diese Kriterien beruhen auf den experimentell ermittelten Parametern von Reynolds (174).
Alle siRNAs mit Ausnahme der nonsense RNA (Qiagen, Hilden) wurden bei der Firma
Eurogentec (Seraing, Belgien) bestellt.
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Zielgen/ ) ..
siRNA Position Sequenz
Gen Bank Accession Nr.
IGF-ITds 1 | 898-916 5’ uau gac acc ugg aag cag utt 3’
3’ ttaua cug ugg acc uuc guc a5’
IGF-II/ NM_000612 | IGF-Il ds 2 | 790-808 57 cug gag acg uac ugu geu att 3’
3’ ttgac cuc ugc aug aca cgaud’
IGF-ITds 3 | 1289-1307 5> gca cag cag cau cuu caa att 3’
3’ ttuuu gaa gau gcu gcu gug ¢S5’
INSRds 1 | 437-455/ a—Kette 5’ ggauca cga cug uuc uuu att 3’

3’ ttccu agu geu gac aag aaa u5’

INSR/ NM_000208 INSR ds 2

2116-2134 / B-Kette 5’ guc gga uua uug ccu caa aft 3’
3’ ttcag ccu aau aac gga guuu 5’

INSR ds3 |3598-3616/B-Kette | > _Cugcau ggucge ccauga uft 3°
3’ ttgac gua cca gcg gguacuas’
IGFIR ds 1 | 1766-1784 / a-Kette 5’ gga cuc agu acg ccg uuu aft 3’

3’ ttccu gag uca uge ggc aaau S’

IGF1R/ NM_000875 IGFIR ds 2

2259-2277 / o/p-Kette | O _£Cg £ag aga ugu cau gea aft 3’
3’ ttcge cuc ucuacaguacguus’

IGFIR ds 3 | 3329-3347 / B-Kette S’ gge cag aaa ugg aga aua aft 3’
3’ ttccg guc uuu accucuuauu 5’
Nonsilencing RNA Nonsense --- 5’ uuc ucc gaa cgu guc acg uft 3°

3’ ttaag agg cuu gca cagugca s’

2.1.5. Zellkulturmedien, Lésungen und Zellkulturzusatze
Wenn nicht anders angegeben, wurden die hier aufgefiihrten Produkte alle von der Firma

PAA (Colbe) bezogen.

Produkt

Inhaltsstoffe, Verwendung

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s

Medium mit L-Glutamin

Glukose (4,5 g/1), mit L-Glutamin,
Kultivierung der Huh-7-Zellen

MEM, Modified Eagle’s Medium mit
Nay(CO3),

mit Earle’s Salt und L-Glutamin,

Kultivierung der Hep3B-Zellen

FCS, Fotales Kélberserum

Zusatzstoff fiir Zellkulturmedien

Penicillin-Streptomycin-Antibiotika-

Losung

10.000 U/ml Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin, als

antibakterieller Zusatz zum Kulturmedium

Trypsin-EDTA-L6sung

0,5 g/l Trypsin und 0,2 g/l EDTA, zum Ablésen und

Passagieren der Zellen

OptiMEM (Gibco)

Medium fiir die siRNA Transfektion

Oligofectamin (Invitrogen)

Kationischer Karrier zum Transfizieren der siRNA

DMSO (AppliChem)

Zusatz zur Kryokonservierung der Zelllinien und

Losungsmittel fiir Medikamentenapplikation
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2.1.6. Zelllinien

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um immortalisierte Linien, die aus Zellen
hepatozelluldrer Karzinome etabliert wurden.

Die Zelllinie Huh-7 entstammt aus dem Tumor eines 57 Jahre alten ménnlichen Japaners und
wurde von der Japanese Collection of Research Bioresources bezogen (Artikelnummer
JCRB0403).

Die Zelllinie Hep3B wurde aus dem Tumorgewebe eines HBV-positiven Jungen afrikanischer
Abstammung generiert. Diese Zelllinie trigt Teilintegrate des HBV-Genoms, ist allerdings
nicht in der Lage, infektiose Viruspartikel zu bilden. Die Zellen wurden von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen (Artikelnummer
ACC93).

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur
Bei den verwendeten Zelllinien Huh-7 und Hep3B handelt es sich um adhédrent wachsende

Zellen, die in Petrischalen oder Mehrlochplatten kultiviert wurden. Die Zellen wurden stets
bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% bei gesittigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Sofern
nicht anders erwéhnt, wurden die Zellen in ihrem entsprechenden Medium (siehe 2.1.5) unter

Zusatz von 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin Losung kultiviert.

2.2.1.1. Passagieren der Zellen
Wenn die Zellen eine Konfluenz von ca. 90% erreicht hatten, wurden diese passagiert.

Zum Ablosen der Zellen wurde der Kulturiiberstand vollstidndig entfernt und die Zellen mit
der Trypsin/EDTA Losung iiberschichtet. Wihrend der Chelatbildner EDTA Mg**-Ionen, die
Bestandteil der Zellverbindung zum Untergrund sind, aus der Membran herausloste und
komplexierte, fithrte das Trypsin durch enzymatische Aktivitit zum Ablésen der Zelle. Die
mit Trypsin bedeckten Zellen wurden fiir 5-10 min im Brutschrank inkubiert, anschlieBend in
ein Falcontube mit dem gleichen Volumen des entsprechenden Mediums tiberfiihrt und fiir 10
min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im Medium
resuspendiert. Dann wurde ein Aliquot (beim einfachen Passagieren etwa 1/4 bis 1/6) der
Zellsuspension in ein frisches Kulturgefal mit neuem Medium {iberfiihrt und weiterhin im

Brutschrank inkubiert.
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2.2.1.2. Kryokonservierung und Auftauen der Zellen
Fiir die Kryokonservierung wurde das nach der Zentrifugation erhaltene Pellet (siche 2.2.1.1)

einer zu 90% konfluenten 10 cm Zellkulturplatte in 1,8 ml des entsprechenden
Kulturmediums, welches mit 10% DMSO versetzt war, resuspendiert, in ein Kryovial
(Greiner) iiberfiihrt und sofort eisgekiihlt. Diese Zellsuspension wurde langsam bis zu -70°C
eingefroren (Abkiihlung um ca. 10°C pro Stunde) und dann in fliissigem Stickstoff gelagert.

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde ein Kryordhrchen aus
dem fliissigen Stickstoff entnommen und ziigig auf 37°C erwédrmt. Die Zellsuspension wurde
in 10 ml vorgewarmtes Medium {iberfiihrt, um moglichst schnell das zytotoxische DMSO zu
verdlinnen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) pelletiert, der

Uberstand verworfen und die Zellen wie beschrieben kultiviert (siehe 2.2.1.1).

2.2.1.3. Zellzahlbestimmung
Fiir die Experimente war das Aussdhen einer genau definierten Zellzahl von grofer

Bedeutung. Hierfiir wurden von der Zellsuspension (siehe 2.2.1.1) 10 pl in eine Neubauer
Zihlkammer pipettiert. Der Mittelwert der gezdhlten Zellen in den vier Eckquadraten
multipliziert mit dem Faktor 10* entspricht der Zellzahl in einem Milliliter der Suspension.

Zellzahl = (£Zellzahl der Eckquadrate)/4*10*

2.2.1.4. Kontaminationsprufung
Kontaminationen durch Bakterien und Pilze wurden lichtmikroskopisch iiberpriift. Zur

Testung auf Mycoplasmen wurden die Zellen alle drei Monate unter Verwendung des
Mycoplasma-Detektionskits VenorGeM (Minerva Biolabs) auf eine Kontamination hin
iberpriift. Das Verfahren basiert auf der Untersuchung des Kulturiiberstand auf
Mycoplasmen-DNA mittels PCR (siehe 2.2.2.6). Bei der Durchfithrung des Tests wurden
genau die Vorgaben des Herstellers befolgt, als Polymerase wurde die Taq-Polymerase der
Firma SIGMA verwendet. Der Test wird als Multiplex-PCR durchgefiihrt. Bei einer
Kontamination wird ein 265-287 bp groBes PCR-Produkt erhalten. Zur Uberpriifung der PCR
wird zusitzlich eine vom Hersteller gelieferte interne Kontrolle eingesetzt, die ein 191 bp
Amplifikat ergibt. Als Positivkontrolle dient die im Kit enthaltene Mycoplasmen-DNA, die
eine Bande bei 278 bp ergibt. Alle getesteten Zellen waren negativ.

2.2.1.5. siRNA Transfektion
Das Einbringen der siRNA erfolgte mit Hilfe des kationischen Karriers Oligofectamin

(Invitrogen). Durch das Anlagern der Kationen an die RNA verliert diese ihren hydrophoben

Charakter und kann durch die Zellmembran diffundieren.
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Je nach Zellbedarf fiir die nachfolgenden Analysen erfolgte die Transfektion im 6-Well
Malfstab (RNA-Isolierung 2.2.2.2, Vitalititstest 2.2.4.1 und Proliferationstest 2.2.4.2) oder im
6 cm MaBstab (FACS-Analyse 2.2.4.3, Proteinisolierung 2.2.3.1). Da die Fldche einer 6 cm
Platte der zweifachen Fliche eines Wells einer 6-Well Platte entspricht, wurden die einzelnen
Komponenten bei der Transfektion in 6 cm Platten entsprechend verdoppelt.

Fir die Transfektion im 6-Well Mafstab wurden 1,5x10° Zellen je Well ausgesit. Die
Inkubation der Zellen erfolgte ab diesem Zeitpunkt ohne die Zugabe von Antibiotika. Am
nichsten Tag wurde dann die siRNA nach dem optimierten Transfektionsprotokoll in die
Zellen eingebracht.

Es wurde in jedes Well 2 ml frisches Kulturmedium mit 10% FCS ohne Antibiotika vorgelegt.
55 pl OptiMEM wurden mit 5 ul Oligofectamin (Losung A) und 12 pl einer 20 pM siRNA
mit 200 ul OptiMEM (Losung B) fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach dem Mischen von
Losung A und Losung B erfolgte eine weitere 20 miniitige Inkubation bei RT. Die
Transfektionslosungen wurden auf ein Volumen von 400 ul mit OptiMEM aufgefiillt (128 pl
bei einer siRNA Transfektion, 340 pl bei einer Oligofectamin Kontrolle und 400 nul bei
unbehandelten Kontrollzellen) und in den Kulturiiberstand getropft. Durch vorsichtiges
Schwenken der Platten wurde eine gleichmafige Verteilung der Transfektionsldsung erzielt
und die Platten wurden iiber Nacht im CO,-Inkubator kultiviert. Am nichsten Morgen

erfolgte ein vollstindiger Medienwechsel bei allen Proben.

Pipettierschema fiir die siRNA Transfektion

siRNA-behandelte Oligofectamin Unbehandelte
Arte der Probe
Zellen Kontrolle Kontrollzellen
OptiMEM 55 ul 55 ul --
Lsg. A
Oligofectamin Sul Sul --
OptiMEM 200 pl - -
Lsg. B
siRNA [20 uM] 12 ul - -
Losung A und Losung B 10 min bei RT inkubieren
Losung A und Losung B mischen und erneut 20 min bei RT inkubieren
Lsg. A+B | OptiMem 128 ul 340 ul 400 pl

Transfektionsgemisch auf die Zellen pipettieren

2.2.1.6. Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika
Die Zellen wurden mit Cisplatin und Celecoxib behandelt. Cisplatin  (Cis-

Diammineplatinum(Il)dichloride, Pt(NHj3),Cl,) ist ein Chemotherapeutikum welches u.a. in
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der Therapie hepatozelluldrer Karzinome eingesetzt wird. Es wurd in einer Konzentration von
10 mg/ml in N,N-Dimethylformamid (DMF) gelost und entsprechend der gewiinschten
Konzentration mit Medium verdiinnt und auf die Zellen gegeben.

Celecoxib (4[5-(methylphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1-H-pyrazol-1yl], C;7H4F3N30,S) wurde
durch Ldsen einer Kapsel des Medikaments Celebrex (Pfizer, Karlsruhe) in Dimethylsulfoxid
(DMSO) als 50 mM Stammldsung erhalten und in entsprechender Verdiinnung mit Medium

in den Versuch eingesetzt.

2.2.2. Nukleinsauretechniken

2.2.2.1. siRNA Annealing
Die siRNAs wurden als lyophilisierte einzelstrangige sense und antisense RNA-Molekiile

geliefert. Die Lyophilisate wurden zu einem 100 uM Stock resuspendiert, aliquotiert und bei
-70°C gelagert. Bevor sie fiir die Experimente eingesetzt werden konnten, mussten die
Einzelstringe zu der inhibierenden dsRNA zusammengefiigt (annealed) werden. Hierfiir
wurden je ein 100 pl Aliquot sense und antisense RNA mit 50 ul 5x Annealing-Buffer
gemischt und fiir 2 min im Thermoblock auf 96°C erhitzt. AnschlieBend wurde der Block
ausgeschaltet und die Losung kiihlte im Thermoblock tiber 1 Std. auf ca. 37°C herunter. Bei
diesem Abkiihlungsprozell kommt es zur Anlagerung der komplementéren Sequenzen und es
bildet sich eine doppelstringige siRNA. Diese kann fiir einige Wochen bei -20°C gelagert

werden.

5x Annealing-Buffer
Tris HCL, pH 7,5-8 250 mM
NaCl 500 mM

2.2.2.2. lsolierung der Gesamt-RNA aus Zellen
Die Gesamt-RNA wurde mittels des NucleoSpin® RNA 1II Kits isoliert. Die Methode basiert

auf einer Sdulenaffinititschromatographie und die Angaben des Herstellers wurden genau
befolgt. Die Elution erfolgte mit 30 pl RNase-freiem H,O, welches bei der

Konzentrationsbestimmung als Referenzwert (sieche 2.2.2.3) eingesetzt wurde.

2.2.2.3. Konzentrationsbestimmung der RNA
Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch eine Messung des Absorptionsspektrums im

Nanodrop Photometer. Der Elutionspuffer, RNase-freies H,O, wurde als Referenzwert

genutzt, die Konzentration errechnet sich durch folgende Formel:

¢ [ug/ul]= ODsgp x Verdiinnungsfaktor x F
(der Multiplikationsfaktor ,,F* fiir RNA betrigt 40 ng/ul)
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Als MaB fiir die Reinheit dient der Quotient Abs.z60 nm/AbS.280 nm, die RNA hat eine gute
Qualitdt, wenn der Quotient > 1,8 ist. Bei Analysen, fiir die die Integritit der RNA von
zentraler Bedeutung war, wie die Array-Analysen, wurde die Qualitidt der RNA zusétzlich auf
einem AGILENT-Chip (RNA Nano Lab Chip™, Agilent Technologies iiberpriift. Bei dieser
auf dem Prinzip der Gelelektrophorese basierenden Chipanalyse wird mittels eines spezillen
Algorithmus die Qualitdit der RNA in Form der RNA Integrity Number (RIN) angegeben.
Anhand der RIN, die das relative Mal3 an Degradation angibt (von RIN=1 (stark degradiert,
schlechte Qualitdt) bis zu RIN=10 (nicht degradiert, sehr gute Qualitdt)) kann die Qualitét
verschiedener Proben verglichen und eine Eignung der RNA fiir verschiedene Experimente

abgeschitzt werden. Fiir Array-Analysen wurden nur Proben mit einer RIN>9 eingesetzt.

2.2.2.4. Reverse Transkription (cDNA Synthese)
Fiir die reverse Transkription wurden 1,5 pg der Gesamt-RNA zusammen mit 2 pul dNTPs

[0,8 mM] und 1 pl eines Random-Hexamer-Primers [200 ng/ul] fiir 5 min auf 70°C erhitzt,
um die Sekundirstruktur der RNA zu denaturieren. Nach der Zugabe von 4 pl 5x
Reaktionspuffer erfolgte eine Sminiitige Inkubation bei 25°C um die Anlagerung der Primer
an die RNA zu ermoglichen. Es folgte die Zugabe von 1 ul reverser Transkriptase
RevertAid™ H Minus MuLV [1 U/ul] und nach weiteren 10 min bei 25°C wurde fiir eine
Stunde bei 42°C die cDNA synthetisiert. Das abschlieBende Erhitzen fiir 10 min auf 70°C
diente der Inaktivierung der Polymerase.

Die so generierte cDNA wurde als Template fiir die PCR (2.2.2.6) und die semiquantitative
,realtime’ PCR (2.2.2.5) eingesetzt.

1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt
1,5 pg RNA+ + 4 ul M-Mul V Puffer + 1 pl Reverse Transkriptase
2 ul NTPs +
1 pl Randomprimer
— 5min/ 70°C — 5min/ 25°C — 10min / 25°C
— 60min / 42°C

— 10min / 70°C

2.2.2.5. Semiquantitative ,realtime’ PCR
Die Amplifikationsreaktion unter Verwendung der TaqMan®-PCR Technologie im ABI

Prism® 7300 dient zur gezielten Expressionsanalyse einzelner Gene. Es wurde iiberpriift, in
welchem MaBe durch die genspezifische RNAinterference eine Reduktion der mRNA

Expression erzielt werden konnte. Die Amplifikation eines so genannten housekeeping genes,
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von dem bekannt ist, dass es keiner mallgeblichen Regulation durch das Experiment
unterliegt, in diesem Falle der 18S RNA, wurde als endogene Kontrolle (endogK) verwendet,.
Die Amplifikationsrate wurde anhand der Fluoreszenzintensitit der einzelnen PCR Proben
bestimmt. Hierbei gibt es zwei unterschiedliche Systeme. Fiir die Analyse der IGF-II
Expression wurde ein Sonden basierender TagMan® durchgefiihrt. Zusitzlich zu den anderen
Komponenten wird dem Reaktionsansatz eine genspezifische Sonde zugefiigt, die mit einem
Reporterfarbstoff FAM und einem Quencherfarbstoff TAMRA markiert ist (2.1.4.2). Durch
den Einbau der Sonde steigt das Fluoreszenzsignal proportional zur amplifizierten DNA-
Menge. Die andere Moglichkeit ein Fluoreszenzsignal zu erzeugen, wird durch die Zugabe
von SYBR®Green in den Reaktionsansatz erreicht. Dabei handelt es sich um einen Farbstoff,
der nur nach Interkalation in doppelstraingige DNA fluoresziert. Da hier im Vergleich zum
sondenbasierenden TaqgMan das Signal auch bei Generierung unspezifischer Produkte steigt,
ist die Auswahl hochspezifischer Primer von zentraler Bedeutung. Um die Spezifitit
iberprifen zu konnen, wird im Anschluss an die Amplifikations-PCR eine
Schmelzkurvenanalyse (Parameter siehe folgende Seite) durchgefiihrt. Durch Denaturierung
und langsame Abkiihlung des PCR-Produktes kommt es zur SYBR®Green Interkalation und
damit zur Fluoreszenzzunahme in Abhéngigkeit der Schmelztemperatur der verschiedenen
PCR-Produkte. Ein einzelner, schmaler Fluoreszenzpeak weist auf ein spezifisches Produkt
hin.

Fiir alle Primerpaare wurde anhand einer logarithmischen Verdiinnungsreihe (1:10, 1:100,
1:1.000, 1:10.000) eine Standardkurve mit Korrelationskoeffizienten generiert, deren
Steigung Auskunft iiber die Effizienz der PCR-Reaktion gibt. Die Standardkurve wurde zur
Berechnung der Expressionswerte herangezogen. Die Expressionsdaten eines jeden Genes
wurden fiir jede Probe als Dreifachbestimmung (Triplett) erhoben. Als Messwert wird die
Anzahl der Amplifikationszyklen, die zum Erreichen einer bestimmten Fluoreszenzintensitét
(Schwellenwert) erforderlich sind, genommen (Cr-Wert).

Zur Auswertung wurden zundchst anhand der Gleichung der entsprechenden Standardkurve
die Mittelwerte (MW) und die Standardabweichungen (STABW) der Triplett-Cr-Werte in
durchschnittliche relative Mengeneinheiten (MVGen bzw. ™endogK und S™*VGen bzw.
STABWendogK) umgerechnet. Die  durchschnittliche relative Mengeneinheit — einer
Genexpression wurde gegen die entsprechende durchschnittliche relative Mengeneinheit der
endogenen Kontrolle fiir jede Behandlung X normalisiert. Die Berechnung und die
Fortpflanzung der Standardabweichnung erfolgt unter Beriicksichtigung giiltiger statistischer

Verfahren (175).
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"W Gen,,

. . M
normalisierte "™ Geny, =————>—
endogK

B STABWGenX 2 N STABWendOgKX 2x MWGenX
STABW "W Gen, MWendogK , "WendogK ,

Die so gewonnene normalisierte Expression eines Gens unter definierten
Versuchsbedingungen wurde dann in Relation zu der normalisierten Expression des Gens in
unbehandelten Zellen (Kalibrator) gesetzt. So erhilt man die relative mRNA-Expression eines

Gens nach der Behandlung X im Verhéltnis zum Referenzwert der mRNA-Expression unter

Kontrollbedingungen R.
MW MW
. Gen endogK
rel. nRNA Expressiony = X Eox
endogK Gen,
2 2
Y Geny . STAPW endogK y "W Gen, y "WendogK ,
STABW "W Gen, MWendogK MWendogK "W Gen,
Pipettierschema (25ul Ansatz) gqPCR Programm Schmelzkurvenanalyse
Mastermix (2x) 50% [v/v] 50°C 2 min 95°C 15 sec
je Primer 300 nM 95°C 15 min 60°C 30 sec
cDNA (,template‘)* % des Ansatzes 95°C 15 sec 95°C 15 sec
- Zielgene 1:25 60°C 1 min } 40x
- endogene 1:5000
Kontrollen

*Die cDNA wurde fiir die Amplifikation von Zielgenen 1:25 und fiir die Amplifikation der
endogenen Kontrollen 1:5.000 verdiinnt, um durch das grofere Volumen systematische

Pipettierfehler und Ungenauigkeiten zu minimieren.

2.2.2.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Um die Induktion einer unspezifischen Interferonantwort ausschlieBen zu konnen, wurde die

Transkription des Interferon-Zielgens OAS 2 (2'-5' Oligoadenylate Synthetase 2) in der PCR
tiberpriift. Hierfiir wurde 1 pl der 1:10 verdiinnten cDNA als Template in die PCR eingesetzt.
Als Positivkontrolle diente die cDNA Interferon-y behandelter Huh-7-Zellen sowie
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RNA/cDNA, die aus HCCs gewonnenen wurde, in denen IFN induzierte Gene nachweislich
verstarkt expremiert werden.

Die PCR Produkte wurden mit Ladepuffer versetzt und in einem 2%igen Agarosegel (2 g
Agarose, 100 ml TAE-Laufpuffer und 3 pl Ethidiumbromid) elektrophoretisch aufgetrennt
(120 V, 20 min) und anschlieBend digital dokumentiert.

Ansatz OAS 2-PCR

Template Je Primer | dNTPs 10x MgCl, | Tag-Polymerase O 5
(cDNA 1:10) | [10 uM] | [10 mM] | Reaktionspuffer | [25 mM] [5 U/ul] ?
1l 3ul 1 ul 5l 3ul 0,2 ul 33,8 ul | 50 pul
PCR-Programm
Schritt Temperatur Zeit
1. 95°C 3 min
2. 95°C 50 sec
3. 58°C 70 sec
4. 72°C 40 sec
35 Zyklen Schritt 2.-4.
5. 72°C | 5 min
50x TAE Puffer Ladepuffer
TrisHC1 2M Bromphenolblau 0,42% [w/v]
Eisessig 0,0571% [v/v] Xylen Cyanol FF 0,42% [w/v]
EDTA (pH 8,0) 50 mM Glycerin 55,4% [v/V]
TAE Laufpuffer 50x TAE 1:50 mit H,O verdiinnt Mit dest. H,O auf 100% auffiillen

2.2.3. Protein-Analytik

2.2.3.1. Isolierung zellularer Gesamtproteinextrakte
Fiir die Proteinisolierung einer ca. 80% konfluenten Zellkulturschale wurde der Uberstand

vollstindig entfernt und die Zellen 2x mit PBS gespiilt. Dann wurden die Zellen mit
Proteinisolierungspuffer bedeckt (400 pl fiir eine 10 cm Schale) und 5 min lang auf Eis
inkubiert. Das Zelllysat wurde mit einem ,,Zellschaber von der Platte abgekratzt, in ein
1,5 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt und sofort auf Eis gestellt. Um eine vollstindige Lyse der
Zellen zu gewihrleisten, wurden die Isolate 2x 45 sec sonifiziert, zwischen den Intervallen

erfolgte eine einminiitige Eiskiihlung. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer durch eine

31



Material und Methoden

10 min Zentrifugation bei 4°C und 13.000 rpm pelletiert und der Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefal tiberfiihrt. Die Proteinextrakte wurden bei -20°C gelagert.

Proteinisolierungspuffer

10x cell lysis buffer (Cell Signaling) 100 pl
Proteinase Inhibitorcocktail (SIGMA) 20 ul
Reinstwasser 880 ul

2.2.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration wurde durch die Messung der Absorption bei 280 nm im

NanoDrop®ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer bestimmt. Bei der Wellenldnge 280 nm
liegt, basierend auf der Absorption der aromatischen Reste, das Absorptionmaximum fiir
Proteine, daher kann durch Bestimmung dieses Wertes auf die Proteinkonzentration

riickgeschlossen werden.

2.2.3.3. Western Immunoblot
Die gelelektrophoretische Auftrennung (SDS-PAGE) der Gesamt-Proteinextrakte erfolgte je

nach GroBe des zu detektierenden Proteins in einem 8% oder 12%igen Polyacrylamidgel
bestehend aus Trenn- und Sammelgel (52 cm?, bei 50 mA fiir 15 min und bei 100 mA fiir 1-2
Std.). AnschlieBend wurden die Proteine auf eine fiir 1 min mit Methanol vorbehandelte
PVDF Membran transferiert (bei 1 mA/cm?® fiir 90 min). Zum Blockieren der unspezifischen
Bindungsmaoglichkeiten erfolgte eine Inkubation in 1x TBST mit 5% Milchpulver fiir 1 Std.
bei Raumtemperatur auf einem Taumelschiittler, anschlieBend wurde der entsprechende
Erstantikdrper hinzugefiigt und die Membran unter stindiger Bewegung 1.N. bei 4°C
inkubiert. Die Membran wurde 3x fiir je 10 min in 1x TBST und anschlieBend fiir 1 Std. mit
dem entsprechendem Zweitantikorper in 1x TBST mit 5% Milchpulver bei Raumtemperatur
auf einem Taumelschiittler geschwenkt. Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x TBST
erfolgte die Signaldetektion mit dem ,ECL plus Western Blotting Detektionssystem* nach
Herstellerangaben. Die Belichtung der Kodak® Filme war abhingig von der Signalstirke (0,5-
10 min); die Entwicklung der Filme wurde automatisch (Optimax) durchgefiihrt.

Fiir den Nachweis der Aktin-Expression als Ladekontrolle wurde die Inkubation mit dem
Erstantikdrper fiir nur 1 Std. bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Auflerdem erfolgte die
Signaldetektion mit der selbst angesetzten Signaldetektionslosung AB (2 miniitige Inkubation
bei Raumtemperatur), die weniger sensitiv ist. Da das Aktinsignal meistens sehr stark war,
wurden die Filme sehr kurz belichtet (5 bis 20 Sekunden) und anschlieBend automatisch

entwickelt.
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Acrylamidgel: Trenngel [8%] Trenngel [12%] Sammelgel
Proteine > 80 kD Proteine < 80kD
Acrylamid-Mix 8,1% [v/v] 12% [v/v] 5% [v/v]

Tris-HCl

375 mM (pH 8,8)

375 mM (pH 8,8)

127 mM (pH 6,8)

SDS (,sodium dodecyl sulfate®)

0,1% [w/V]

0,1% [w/V]

0,1% [w/V]

Ammonium Persulfat (APS)

0,1% [v/v]

0,1% [v/v]

0,1% [v/v]

TEMED

0,04% [v/v]

0,06% [v/v]

0,1% [v/v]

Laufpuffer Transferpuffer
(Gelelektrophorese) (Blotten) TBS (10x, pH 7.6) TBST (1x)
Glycin 387 mM Glycin 194 mM TrisHCI 200 mM TBS (10x) | 10% [v/v]
TrisHCI 50 mM TrisHCI 25 mM NaCl 1,5M Tween 0,1% [v/v]
SDS 0,2% [w/V] Methanol 20%
SignaldetektionslsungAB
Losung A Losung B
TrisHCI (pH 8,0) | 98,5 mM TrisHCI (pH 8,0) | 99,4 mM
Coumarséure 0,39 mM H,0, 0,018% [v/v]
Luminol 2,46 mM

2.2.3.4. Densitometrische Auswertung der Proteinbanden

Die Auswertung erfolgte mit dem Analyse Programm ,DensoSpot“ der Alphalmager
Software. Hierbei werden zundchst Rechtecke gleicher GroBe um die zu quantifizierenden
Banden gelegt. Ein weiteres Rechteck gleicher Grofle, das in einem repriasentativen Bereichs
des Hintergrunds platziert wird, dient zusammen mit der Bande der Kontrolle als
Referenzpunkt. Das ,Hintergrundrechteck’ wird als 0% bzw. Signalstirke 0, das
,Kontrollrechteck’ als 100% bzw. Signalstirke 1 definiert. Die Signalintensitdt der anderen
Banden wird jetzt im Verhiltnis zu diesen beiden Werten ausgewertet.

Um eventuelle Abweichungen der Auftragsmenge zu beriicksichtigen, wurde diese Analyse
sowohl mit den Western Blots der Zielproteine (Signalintensitétziciprowein) Wi€ auch mit den
Western Blots der jeweiligen Aktin Ladekontrolle (Signalintensitétakginkontrole) durchgefiihrt.
Die relative Signalstirke des Zielproteins errechnet sich aus dem Quotienten der

Zielproteinsiognalstitrke und der Aktinkontrollensignalstérke.

Signalintensitét

Zielproten

Relative Signalstdrke des Zielproteins =

Signalintensitét ;. ;onwie
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2.2.4. Funktionelle Analysen

2.2.4.1. Zellvitalitatstest (MTT-Test)
Die Bestimmung der Zellvitalitit beruht auf der Fahigkeit einer biologisch aktiven Zelle, ein

Chromophor (modifiziertes Tetrazoliumsalz) zu reduzieren. Die chemische Reduktion des
Chromophors kann kolorimetrisch bestimmt werden und dient als Ma@ fiir die relative Anzahl
vitaler Zellen.

Zur Bestimmung der Zellvitalidt wurde am Tag nach der Inhibierung die Zellzahl jeder Probe
bestimmt und es wurden jeweils 2000 und 4000 Zellen in 48-Well Platten ausgesit. Nach vier
(4000 Zellen) und sechs Tagen (2000 Zellen) wurde der MTT-Test wie vom Hersteller
angegeben durchgefiihrt. Die Messung des Farbumschlags erfolgte bei 450 nm
(Referenzwellenldnge 630 nm) im ELISA Reader Multiscan Ascent. Fiir die Auswertung

wurde prozentual die relative Zellvitalitdt im Vergleich zu den Kontrollzellen bestimmit.

2.2.4.2. Proliferationstest (BrdU-ELISA)
Fiir die Bestimmung der Proliferationsrate wurden die Zellen an Tag 2 nach der Inhibierung

gezdhlt und 1000 bzw. 3000 Zellen auf einer 96-Well Platte ausgesit. Am nédchsten Tag
wurden die Zellen je nach Konfluenz fiir 2- 4 Stunden in Medium mit 10 pM BrdU inkubiert.
Die proliferierenden Zellen bauen anstelle des Thymidins das Brom markierte Basenanalogon
dUracil ein und konnen so durch eine Enzym-gekoppelte Farbung und den dadurch bewirkten
Farbumschlag messbar gemacht werden. Die Angaben der Herstellers Amersham wurden
genau befolgt, die Messung erfolgte bei 450 nm (Referenzwellenldnge 630 nm) im ELISA
Reader Multiscan Ascent. Wie auch beim MTT-Test wurde die relative Proliferationsrate

prozentual im Vergleich zu den Kontrollzellen bestimmit.

2.2.4.3. FACS-Analyse
Zur Bestimmung der Apoptoserate und der genauen Analyse des Zellzyklusses wurden die

Zellen in der FACS Analyse untersucht. Von den einzelnen Proben wurden immer Tripletts
zur Untersuchung eingesetzt.

Nach der jeweiligen Behandlung wurden die Zellen trypsiniert und zusammen mit dem
Zellkulturiiberstand zentrifugiert (10 min bei 800 rpm). Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS
resuspendiert, 200 pl der Zellsuspension mit 500 pl Nicoletti-Puffer gemischt, und so mit
Propidiumiodid (PI), einem DNA-interkalierenden Farbstoff, gefdarbt. Im FACS-Calibur
wurden jeweils 10.000 Zellen pro Probe hinsichtlich ihrer Grofle, Granularitit und
Fluoreszenzintensitit gemessen. Da die Interkalation aus sterischen Griinden nicht beliebig

hiufig sondern nur mit gewissen Basenpaaren Zwischenraum erfolgen kann, fiihrt die

34



Material und Methoden

Degradation der DNA zu einer erhohten Interkalationshdufigkeit. Somit dient die
Fluoreszenzintensitdt nicht nur als Marker fiir die DNA-Menge sondern auch fiir den
Degradationszustand der DNA. Die Menge der DNA gibt Aufschluss {iber die
Zellzyklusphase der jeweiligen Zelle, das Ausmal3 der Degradation ermdglicht Riickschliisse
auf frithe, mittlere und spéte Apoptose. Je geringer die Fluoreszenz, desto degradieter die
DNA und umso weiter fortgeschritten ist die Apoptose.

Die Auswertung fiir die Apoptoseanalyse erfolgt durch eine logarithmische Auftragung der
Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitit im Acquisitionsprogramm CellQuest Pro™ (BD-
Bioscience), fiir die Analyse des Zellzyklus erfolgt die Auswertung mit dem Programm
ModFit LT™ (Verity Software House Inc.), die Auftragung der graphischen Darstellung
erfolgt linear. In den zur Auswertung erstellten Histogrammen wird die Grofle der DNA-
Fragmente (X-Achse) gegen die Anzahl der Zellen (Y-Achse) aufgetragen. Wihrend lebende
Zellen einen charakteristischen G0/G1 und G2/M Peak zeigen, ist die kiirzere, fragmentierte
DNA der apoptotischen Zellen links neben dem Peak der GO/G1 Phase in den ersten drei
Dekaden der logarithmischen Darstellung zu sehen. Dabei befinden sich in der dritten Dekade
Zellen in der frithen Apoptose, in der zweiten Dekade Zellen mittlerer Apoptose und in der

ersten Dekade die Zellen in der spaten Apoptose bzw. in nekrotischem Zustand.

Nicolettipuffer

Propidium-Iodid 50 mg/ml
Natrium-Citrat 0,1% [w/v]l
Triton X-100 0,1% [v/v]l

2.2.5. GeneChip® Expression Arrays
Die ,GeneChip® Expression Arrays® wurden in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Gretz (Zentrum fiir Medizinische Forschung (ZMF), Uniklinik Mannheim)
durchgefiihrt.

Die verwendeten ,Human Genome U133A 2.0 Arrays‘ (Affymetrix) reprdsentieren iiber
14.500 Gene des humanen Genoms, wobei jedes Gen durch 11-20 Oligonukleotidabschnitte
(Proben) mit einer jeweiligen Lénge von 25 bp reprédsentiert wird (= ein Probensatz).
Aufgrund der fortlaufenden Aktualisierung der Genom- und Transkriptom-Datenbanken
werden auch die Zuordnungen der auf dem Array vorhandenen Sequenzen regelmifig
aktualisiert. Neuere Publikationen zeigten, dass Reorganisation und Neudefinierung der

einzelnen Proben um 30-50% von den urspriinglich festgelegten Zuordnungen abwichen
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(176). Daher wurden fiir die hier durchgefiihrtenAnalysen alle Proben einzeln und ungeachtet
ithrer bisherigen Zuordnung neu gegen die Sequenzdatenbanken abgeglichen, so dass nicht
zwangsldufig wie angegeben 11-20 Proben fiir jedes Gen auf dem Array vorhanden sind.
Nach der Neuzuordnung liegen zwischen 5 und 97 Proben je genspezifischem Probensatz vor;
insgesamt sind auf dem Array nach der Aktualisierung noch 11.732 verschiedene

Annotationen fiir spezifische Gene reprisentiert.

2.2.5.1. Generierung der Array-Daten
Fiir die Analysen wurden zwei unabhéngige Experimente mit jeweils siRNA gegen IGF-II

(ds1 + ds3), INSR (dsl), IGFIR (ds3) und beide Rezeptoren (IGF1R/INSR) und nonsense
siRNA durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Um die Auswirkungen der
spezifischen mRNA-Reduktion auf die Genexpression analysieren zu konnen, wurden die
Gesamt-RNA Isolate der verschiedenen siRNA-Transfektionen unter Verwendung des
,GeneChip Expression 3 -Amplification Reagents One-Cycle cDNA Synthesis Kit*“ durch
Angliederung eines Linker-Oligonukleotides (T7-RNA-Polymerase Promotor) am 5‘-Ende in
cDNA umgeschrieben (177). AnschlieBend erfolgte eine in vitro Transkription unter
Verwendung des ,,3’-Amplifikation Reagents for IVT Labeling® Kits (Verwendung nach
Angaben des Herstellers). Durch den Einbau von biotinyliertem UTP wihrend der
Transkription wird die cRNA fiir die Signaldetektion markiert. Die markierten cRNA Proben
wurden fragmentiert und zur Hybridisierung auf je einen ,Human Genome U133A 2.0 Array*
aufgetragen.

Im Anschluf an die Hybridisierung wurde die Signalintensitidt nach Bindung des Farbstoffs
Streptavidin-Phycoerythrin an das biotinylierte UTP gemessen. Dabei ldsst die gemessene
Signalintensitit der einzelnen Probenpunkte (Array-Rohdaten) Riickschliisse auf die Anzahl

der Hybridisierungsereignisse und damit auf die Quantitét der hybridisierten Transkripte zu.

2.2.5.2. Bioinformatische Auswertung
Die Auswertung wurde mit der SAS Micoarray 1.3 Software durchgefiihrt. Um die einzelnen

Arrays miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die einzelnen Signale zunéchst gegen die
jeweilige durchschnittliche Signalintensitit des Chips normalisiert werden.

Die so gewonnenen Daten der beiden unabhéngigen Experimente wurden zu einem Mittelwert
zusammengefasst. Jede Versuchsbedingung wurde gegen die unbehandelten Zellen beziiglich
der Genexpression verglichen. Auf dem Niveau der einzelnen Proben in einem Probensatz
wurde mittels des ,Mixed Model ANOVA’ Algorithmus die Signifikanz bestimmt. Zuerst

wurden alle Gene, die nach einer Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine
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signifikante Modifikation aufwiesen detektiert. Da die Signifikanzberechnung auf dem
Niveau der einzelnen Proben erfolgte, ermoglicht diese keine Riickschliisse auf die Hohe der
Regulation. Aufgrund der zum Teil hohen Probenzahl in einem Probensatz konnen auch
Verdnderungen um geringe Faktoenr hoch signifikant detektiert werden. Eine Ausssage liber
die biologische Relevanz kann nicht getroffen werden. Neben der Signifikanz, mit der sich die
Genexpression in den jeweiligen Experimenten unterscheidet, wird auch die Information tliber
das Ausmal der Verdnderung ermittelt. Aus den Signalintensitdten der einzelnen Probensitze
ergibt sich in Folge verschiedener Algorithmen der ,LS Mean’ des jeweiligen Gens, eine
relative Einheit der Signalstirke. Die Differenz der ,LS Mean’-Werte eines Gens bei
unterschiedlichen Versuchsbedingungen ergibt die x-fache Verdnderung (x-fold change)
ausgedriickt als Logarithmus zur Basis 2 (Estimate gedingung 1 vs Bedingung 2)-

Beispiel:

Gen A . _ GenA Gen A
Estimate IGF1R vs unbehandelte Zellen — I—S Mean IGFIR — I—S Mean unbehandelte Zellen

Gen A _ . .. (Gen A :
X‘fOId Change IGF1R vs unbehandelte Zellen — 2 pOteHZlel’t mit ( EStlmate IGFIR vs unbehandelte Zellen)

Die  Auswertung erfolgte unter Verwendung der generierten  signifikanten
Expressionsverdnderungen. Es wurden die Gene ermittelt, welche durch die Transfektion der
verschiedenen siRNAs im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch
relevant differentiell exprimiert wurden. Im weitern Verlauf der Untersuchung wurden die
Gene bestimmt, die nur durch eine genspezifische siRNA in ihrer Expression modifiziert

wurden. Fiir die Auswahl dieser Gene wurden folgende Kriterien festgelegt:

1. Die Genexpression nach der siRNA Behandlung muss sich hochsignifikant (p<0,001)
von der Expression in unbehandelten Zellen unterscheiden.

2. Die Genexpression muss mindestens um den Faktor + 1,5 reguliert sein (biologisch
relevant).

3. Die Expression des Gens darf nicht durch die Transfektion der nonsense siRNA

signifikant und biologisch relevant reguliert sein.

Zur Analyse der durch IGF-II regulierten Gene wurde die Schnittmenge der durch die beiden
siRNAs (IGF-II dsl und IGF-II ds3) regulierten Gene gewédhlt. Die Auswahl der

Schnittmenge erhoht die Spezifitit, es werden nur Gene beriicksichtigt, die spezifisch durch
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beide siRNAs in ihrer Regulation verdndert werden. Diese Schnittmenge wird nachfolgend
nur mit ,IGF-II’ bezeichnet.

Zur leichteren Interpretation der Expressionsanalysen wurden verschiedene Schnittmengen
und Expressionsgruppen anhand der zuvor genannten Kriterien erstellt. Sowohl spezifisch
durch eine  Versuchsbedingung regulierte Gene sowie durch  verschiedene

Versuchsbedingungen gleichartig regulierte Gene wurden so zusammengefasst:

Gene, durch IGF1R siRNA ds3 reguliert

Gene, durch INSR siRNA dsl reguliert

Gene, durch Rez. Mix reguliert

Gene, durch IGF-II reguliert

Gene, durch IGF1R und AUCH durch IGF-II reguliert
Gene, durch INSR und AUCH durch IGF-II reguliert
Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF-II reguliert
Gene, durch IGF1R und AUCH durch INSR reguliert
Gene, durch IGF1R und AUCH durch Mix reguliert
Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch INSR reguliert
Gene, spezifisch durch IGFIR reguliert

Gene, spezifisch durch INSR reguliert

Gene, spezifisch durch IGF-II reguliert

Gene, spezifisch durch Rez. Mix reguliert
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3. Ergebnisse

3.1.  Optimierung des siRNA Transfektionsprozesses
Es sind verschieden Methoden bekannt, um Zellen mit siRNA zu transfizieren. Abgesehen

davon, dass nicht jedes Protokoll fiir jede Zelllinie geeignet ist, beeinflussen auch Umsténde
wie die Kulturbedingungen und die Zusammensetzung der Transfektionslosung die
Transfektionseffizienz und somit die Wirksamkeit der eingebrachten siRNA. Um eine
moglichst hohe Effizienz der RNAinterference zu erzielen, wurden verschiedene
experimentelle Parameter und ihr Einfluss auf die relative IGF-II mRNA Expression
untersucht. Die letzten Endes effektivste Kombination aller Variabeln ist im Material und
Methoden Teil aufgefiihrt (2.2.1.5) und wurde fiir alle weiteren Experimente als
Standardprotokoll verwendet. Fiir die hier gezeigten Optimierungsschritte wurden Huh-7-
Zellen mit der siRNA IGF-II ds3 (siche Material und Methoden) transfiziert. Als MaB fiir die
Effizienz wurde mittels semiquantitativer PCR der IGF-II mRNA Gehalt der einzelnen

Proben im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen bestimmt.

3.1.1. Protokollauswahl
Getestet wurden zwei verschiedene Protokolle: das der Firma Invitrogen und das publizierte

Protokoll der Arbeitsgruppe Tuschl (164). Die Protokolle unterscheiden sich nicht nur in der
Konzentration der eingesetzten siRNA und des kationischen Karriers (Tuschl: 100 nM
siRNA, Oligofectamin 0,5% [v/v]; Invitrogen: 200 nM siRNA, Oligofectamin 0,4% [v/v]),
sondern auch in dem Medium, das fiir die Dauer der Transfektion eingesetzt wird. Wéhrend
bei Tuschl fiir die Transfektion das normale Kulturmedium ohne Zugabe von Antibiotika
verwendet wird, empfiehlt Invitrogen die Zellen in OptiMEM ohne weitere Zusatzstoffe zu
transfizieren und die normalen Kulturbedingungen erst nach 4 Std. wieder herzustellen
(Material und Methoden). Vierundzwanzig Stunden, 48 Std. und 72 Std. nach der
Transfektion wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative IGF-II Transkriptmenge im
Vergleich zu unbehandelten Zellen analysiert (Abbildung 4).

Die Daten belegen, dass 72 Std. nach der Transfektion, anhand des von der Arbeitsgruppe um
Tuschl entwickelten Protokolls, mit einer relativen Restmenge von 15% die geringste IGF-11
mRNA Konzentration nachweisbar war. Das Invitrogen-Protokoll bewirkte zwar 48 Std. nach
Transfektion eine deutliche Reduktion der IGF-II mRNA Expression (rel. IGF-II mRNA
Konzentration 22%), allerdings stieg an Tag 3 (72 Std. nach Transfektion) die relative
Transkriptmenge bereits wieder an, wihrend sich bei der Transfektion nach dem von Tuschl

publizierten Protokoll von Tag 2 zu Tag 3 eine weitere Reduktion zeigte. Fiir die Optimierung
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weiterer Parameter wurde die Transfektion nach Tuschls publiziertem Protokoll durchgefiihrt,

da durch dieses die deutlichste und nachhaltigste Reduktion der IGF-II mRNA Menge erzielt
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Abbildung 4: Semiquantitative ,realtime’ PCR der IGF-Il mRNA Expression nach siRNA
Transfektion anhand verschiedener Transfektionsprotokolle

Es wurde die relative Menge der IGF-Il mRNA zu drei verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion

einer IGF-Il spezifischen siRNA bestimmt. Die Transfektion erfolgte nach zwei verschiedenen

Protokollen, die sich sowohl in der Konzentration der Zusatze als auch im verwendeten Medium

unterschieden. Als Kalibrator dienten die unbehandelten Zellen des jeweiligen Zeitwertes.

3.1.2. Optimierung der Transfektionseffizienz hinsichtlich der Zelldichte
Aufbauend auf dem Protokoll nach Tuschl erfolgte anschlieBend die Optimierung der

Zelldichte.
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Abbildung 5: Einfluss der Zelldichte auf die siRNA-vermittelte IGF-Il mRNA Reduktion
Unterschiedliche Zelldichten wurden mittels Oligofectamin in ihrem Standardmedium ohne Antibiotika
transfiziert und zu drei verschiedenen Zeitpunkten mittels semiquantitativer ,realtime’ PCR beziglich
der IGF-Il mMRNA Reduktion analysiert. Der 72 Std. Wert der 300.000 Zellen Probe konnte nicht mehr
bestimmt werden, da die Zellen aufgrund der hohen Zelldichte nicht mehr analysierbar waren. Die
relative IGF-II mMRNA Konzentration wurde fur jeden Zeitpunkt im Vergleich zu IGF-Il Menge
unbehandelter Zellen (200.000 Zellen ausgesét) bestimmt.
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Um den Einfluss der Zelldichte auf die Transfektionseffizienz und die damit verbundene IGF-
IT mRNA Reduktion bestimmen zu konnen, wurden unterschiedliche Zellzahlen ausgesét und
einheitlich mit IGF-II spezifischer siRNA transfiziert. Vierundzwanzig, 48 und 72 Std. nach
der Transfektion wurde die relative IGF-II mRNA Konzentration im Vergleich zu
unbehandelten Zellen bestimmt. Wie die Auswertung mittels semiquantitativer ,realtime’
PCR zeigt (Abbildung 5), nahm die Transfektionseffizienz mit zunehmender Zellzahl zum
Zeitpunkt der Transfektion ab. Da die Menge der isolierten RNA bei der Aussaat von 100.000
Zellen mit Ausbeuten <100 ng/ pul sehr niedrig war und diese Zellzahl fiir weitere Analysen zu
gering erschien, wurde die Zellzahl 1,5x 10° pro 10 cm” als geeignete Menge gewihlt. Zwar
konnte bei dieser Zellzahl nach 24 Std. im Vergleich zu den anderen Proben keine maximale
Reduktion erzielt werden, aber nach 72 Std. lag mit einer Reduktion von 89% das beste
Ergebnis, im Vergleich zu allen anderen Zellzahlen iiber alle Zeitwerte betrachtet, vor.

Fiir alle weiteren Experimente wurden 1,5x 10° pro 10 cm® Zellen ausgesit.

3.1.3. Optimierung der Transfektionsdauer und Einfluss der Zugabe von Antibiotika
beziglich der IGF-11 mMRNA Reduktion nach siRNA Transfektion

Die Transfektion erfolgte prinzipiell ohne Antibiotikum. Um zu testen, ob die spétere Zugabe
von Penicillin und Streptomycin auf die Konzentration der IGF-II mRNA nach siRNA
Transfektion Einfluss hat, und ob durch eine lingere Einwirkzeit der Transfektionslosung eine
hohere Reduktion erzielt werden kann, wurden Zellen unter verschiedenen Bedingungen

transfiziert (Tabelle 2).

Bedingung Zeitpunkt und Art des Mediumwechsels Antibiotikazusatz
Bedingung 1 nach 4 Std. Zugabe des 1-fachen Volumens DMEM ja
Bedingung 2 nach 4 Std. vollstindiger Austausch gegen DMEM ja
Bedingung 3 nach 4 Std. vollstindiger Austausch gegen DMEM nein
Bedingung 4 nach 24 Std. vollstindiger Austausch gegen DMEM nein

Tabelle 2: Zusammenfassungen der Bedingungen der IGF-11 siRNA Transfektion zur Optimierung
der Transfektionsdauer und zur Uberpriifung des Einflusses von Antibiotika.

Die Transfektion erfolgte fiir alle vier Bedingungen in antibiotika-freiem DMEM. Bei der
nachtriglichen Gabe von Antibiotika wurde nach 4 Std. antibiotikahaltiges Medium zum
Transfektionsansatz zugegeben (Bedingung 1) oder das Transfektionsmedium vollstindig
gegen DMEM mit Penicillin/Streptomycin ausgetauscht (Bedingung 2). Auflerdem erfolgte
die Inkubation der Zellen im Transfektionsmedium fiir 4 Std. (Bedingung 3) bzw. 24 Std.
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(Bedingung 4) und diese Zellen wurden bis zur RNA-Isolierung nach 48 Std. auch weiterhin
ohne die Zugabe von Antibiotika kultiviert.
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Abbildung 6: Einfluss der Inkubationsdauer und der Zugabe von Antibiotika auf die IGF-II
MRNA Reduktion nach siRNA Transfektion

Nach der Transfektion IGF-1l spezifischer siRNA wurden die Zellen unter den in Tabelle 1
angegebenen Bedingungen kultiviert. Die RNA-Isolierung erfolgte nach 48 Std. und mittels
semiquantitativer ,realtime’ PCR wurden die jeweiligen relativen IGF-11 Konzentrationen bestimmt. Als
Kalibrator dienten die unter den entsprechenden Bedingungen kultivierten unbehandelten Zellen
(dunkle Balken).

Die durchgefiihrte Analyse zeigte, dass die Zugabe von Antibiotika die Effizienz der RNA
Reduktion nicht mafigeblich beeinflusste (Abbildung 6, siRNA Bedingungl (34%) vs siRNA
Bedingung 4 (31%)), wihrend eine ldngere Transfektionsdauer die relative mRNA
Konzentration reduziert (Abbildung 6, siRNA Bedingung 2 (48%) und Bedingung 3 (64%)
vs. siRNA Bedingung4 (31%)). Da die geringste IGF-II Menge in Zellen, die vollstindig
antibiotikafrei und Gi.N. transfiziert wurden, detektiert werden konnte, wurden diese Parameter

als weitere Transfektionsbedingungen im Standardprotokoll aufgenommen

3.1.4. Optimierung der siRNA Konzentration und Analyse der Wirkung
einzelstrangiger RNA auf die IGF-11 mRNA Konzentration

Diese Experimente sollten kldren, ob hohere Konzentrationen der siRNA zu einer
effizienteren Reduktion fithren, und ob diese Effekte auch mit einzelstringiger RNA erzielt
werden konnen. Ferner sollte analysiert werden, ob die bloBe Zugabe von RNA ohne
Transfektionsreagenz unspezifische Verdnderungen der IGF-II Expression bewirkt. Daher
wurden Huh-7-Zellen mit 100 nM, 200 nM und 400 nM siRNA und 100 nM und 400 nM
einzelstrangiger RNA (sense und antisense) mit und ohne Zugabe von Oligofectamin nach

dem bisher etablierten Standardprotokoll inkubiert.
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Abbildung 7: Einfluss der Menge IGF-Il spezifischer siRNA und des Transfektionsreagenzes auf
die genspezifische Inhibierung.

Die relative IGF-Il mMRNA Konzentration 48 Std. nach der Transfektion von 240 pmol [100 nM], 480
pmol [200 nM] und 960 pmol [400 nM] einzel- und doppelstrangiger RNA in Huh-7-Zellen. Die Zugabe
von RNA ohne kationischen Karrier diente neben der Inkubation mit dem Transfektionsreagenz und
unbehandelten Zellen (Kalibrator) als Kontrolle (dunkle Balken) und zeigte in der semiguantitativen
Jealtime’ PCR keine deutlichen Effekte. (+O.: Zugabe von Oligofectamin zum Transfektionsansatz,
-O.: keine Oligofectaminzugabe, as: antisense (einzelstrangige RNA)).

Die Daten der ,realtime’ PCR (Abbildung 7) zeigen deutlich, dass nur die doppelstringige
siRNA zusammen mit dem Transfektionsreagenz zu einer effizienten Reduktion der IGF-II
mRNA Expression um 63-64% fiihrte. Als Vergleich dienten die unbehandelten Zellen
(Kalibrator), deren relative IGF-II Menge als 100% beriicksichtigt wurde. Alle anderen
Proben, die mit einzelstringiger RNA, nur mit RNA ohne Oligofectamin oder nur mit
Oligofectamin inkubiert wurden, zeigten im Vergleich zu den unbehandelten Zellen keine
deutliche Verdnderung der relativen IGF-II Konzentration (von 81% rel. IGF-II Menge bei
960 pmol antisense mit Oligofectamin bis zu 107% rel. IGF-II Menge bei 960 pmol antisense
ohne Oligofectamin). Da durch eine Erhohung der Konzentration keine Verbesserung erzielt

werden konnte, wurde die Transfektion mit einer Konzentration von 100 nM siRNA fiir alle

folgenden Experimente durchgefiihrt.

3.1.5. Optimierung der Transfektionseffizienz in Abhangigkeit von der FCS-
Konzentration

Als letzter Parameter der Kulturbedingungen wurde die Bedeutung der FCS-Konzentration
analysiert. Da bekannt ist, dass die Reduktion der Serumgabe die Zellen z.B. fiir
chemotherapeutische Stimuli empfanglicher macht, wurde getestet, ob geringere FCS-
Mengen zu einer verbesserten mRNA-Reduktion fiithren.

Die Transfektion der Zellen erfolgte unter Zugabe von 0%, 0,1%, 1% und 10% FCS.

Anschliefend wurden die Zellen fiir 2 Tage mit der entsprechenden FCS-Konzentration

43



Ergebnisse

kultiviert. Die TagMan-Analyse verdeutlicht, dass eine FCS-Reduktion nicht mit einer
Steigerung der Transfektionseffizienz einherging (Abbildung 8). Je geringer die
Serumkonzentration im Medium war, desto hoher das Expressionsniveau des IGF-II. Die
Transfektion und Inkubation mit 0% FCS Zugabe zum Medium erbrachte nur eine 42%ige
Reduktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen unter gleichen Kulturbedingungen. Ein
Zusatz von 10% FCS zum Serum erzielte bei sonst gleichen Versuchsbedingungen eine
68%ige Reduktion der rel. IGF-II Transkript-Menge. Aufgrund dieses Ergebnisses erfolgten

alle weiteren Transfektionen bei Kulturbedingungen mit 10% FCS im Medium.

nnn|

Abbildung 8: Einfluss der FCS-Konzentration auf die Reduktion der IGF-Il Expression

Die TagMan Analyse zeigt, dass die Reduktion der Serumkonzentration zu einer verringerten
Transfektionseffizienz von IGF-Il spezifischer siRNA fihrte (helle Balken = Inhibierungen bei
variierenden FCS-Konzentrationen; dunkle Balken = Kontrollen mit jeweiliger FCS-Konzentration).
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3.1.6. Optimierung der Transfektionseffizienz hinsichtlich der Kulturdauer nach
SiRNA Transfektion

Fiir alle weiteren Analysen, wie die Beeinflussung nachgeschalteter Proteine, ist es von
zentraler Bedeutung, den zeitlichen Verlauf der mRNA-Reduktion mittels RNAI zu kennen.
Zu diesem Zweck wurde iiber einen Zeitraum von 10 Tagen die IGF-II mRNA Expression in
mit IGF-II spezifischer siRNA transfizierten Huh-7-Zellen analysiert (Abbildung 9). Da bei
langeren Zeitabschnitten die Kultivierung der Zellen ohne passagieren nicht mdglich ist,
wurde auflerdem untersucht, ob das Passagieren von transfizierten Zellen einen Einfluss auf
die Inhibierungseftizienz hat.

Der maximale Effekt auf RNA-Ebene zeigte sich mit einer Reduktion der relativen IGF-II
mRNA Menge um 80% 4 Tage nach der Transfektion. Danach stieg die Expression iiber
einen Zeitraum von 6 Tagen fast auf das normale Expressionslevel an, die relative IGF-II

mRNA Konzentration lag nach 10 Tagen im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen bei 85%.
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Hinsichtlich der Expression der IGF-II mRNA erwies es sich als unerheblich, ob die Zellen

nach der Transfektion passagiert wurden oder nicht (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Zeitkinetik der mMRNA Expression nach siRNA Transfektion
Der Verlauf der IGF-Il mMRNA Reduktion wurde Uber 10 Tage nach IGF-Il spezifischer siRNA
Transfektion (helle Balken) mittels semiquantitativer ,realtime’ PCR beobachtet. An vier Tagen wurden

reprasentativ die IGF-Il mMRNA Menge unbehandelter Zellen bestimmt (dunkle Balken), als Kalibrator
fur alle Werte diente die relative IGF-II Konzentration der Kontrolle Tag 10.

Sofern nicht anders angegeben, wurde das hier etablierte Protokoll (2.2.1.5) fiir alle siRNA
Transfektionsexperimente herangezogen. Alle in der Arbeit gezeigten Untersuchungen
erfolgten an Tag drei oder vier nach der Inhibierung. Einzige Ausnahme war der MTT-Test
zur Vitalitdtsbestimmung. Hierfiir wurden die Zellen 24 Std. nach der Inhibierung ausgezéhlt

und fiir 4-6 Tage weiter kultiviert und dann analysiert.

3.2.  IGF1R- und INSR-Reduktion mittels genspezifischer RNAI
Es ist bekannt, dass der Wachstumsfaktor IGF-II im Rahmen der Hepatokarzinogenese in die

Prozesse Proliferation und Anti-Apoptose involviert ist. Somit bietet die IGF-
Signalwegsachse einen molekularen Ansatzpunkt fiir potentielle therapeutische Interventionen
oder die Sensibilisierung gegen Chemotherapeutika. Ziel dieser Experimente war es,
herauszufinden, welcher der beiden in die Signaltransduktion von IGF-II involvierten
Rezeptoren hauptsidchlich die proliferativen und antiapoptotischen Effekte des
Wachstumsfaktors im HCC vermittelt. Es sollten deshalb die Expression des IGF1-Rezeptors
(IGF1R) und des Insulinrezeptors (INSR) sowohl einzeln als auch in Kombination mittels
RNAI inhibiert werden, und die daraus resultierenden funktionellen Auswirkungen analysiert

werden.
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3.2.1. IGF1R- und INSR-mRNA Reduktion durch genspezifische siRNA Transfektion
Sowohl Huh-7 wie auch Hep3B-Zellen wurden mit je drei verschiedenen gegen IGFIR und

INSR gerichteten siRNAs transient transfiziert. Die an Tag 4 nach der Transfektion isolierte
mRNA wurde in einer semiquantitativen ,realtime’ PCR auf die jeweilige Rezeptorexpression

hin untersucht (Huh-7: Abbildung 10; Hep3B: Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Relative IGF1R- und INSR-mRNA Expression nach siRNA Transfektion in Huh-7
Vier Tage nach Transfektion INSR-spezifischer (Abb. A) und IGF1R-spezifischer (Abb. B) siRNA
wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels semiquantitativer ,realtime’ PCR die relative
Rezeptorkonzentration im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Kontrolle = Kalibrator) bestimmt
(Inhibierung: helle Balken; Kontrollen: dunkle Balken).

Wie die semiquantitative Analyse zeigt, filhrte die Behandlung der Huh-7-Zellen mit der
siRNA INSR dsl zu einer Reduktion der Rezeptor mRNA-Expression um 82%, wihrend die
beiden anderen gegen den Insulinrezeptor gerichteten siRNAs keine addquate Verringerung
der Expression herbeifiithren konnten (rel. INSR-Konzentration INSR ds2: 51%; INSR ds3:
152%; Abbildung 10A). Im Gegensatz dazu konnte die IGF1IR-mRNA Konzentration durch
alle drei siRNA Sequenzen um ca. 80% reduziert werden (Abbildung 10B). In beiden
Experimenten konnte weder durch die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsreagenz
noch durch die Transfektion der nonsense siRNA eine Beeinflussung der Rezeptor-mRNA
Konzentration im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Kontrolle) nachgewiesen werden.
In den Hep3B-Zellen ist die Expressionsreduktion, die durch die Transfektion genspezifischer
siRNA erzielt wurde, mit den Ergebnissen der hier gezeigten Transfektion der Huh-7-Zellen
vergleichbar. Die gegen den INSR gerichtete siRNA ds1 reduzierte die relative Konzentration
des Rezeptors um 81%, der IGF1R wurde durch die drei verschiedenen siRNAs um 72-83%
reduziert (Daten nicht gezeigt).

Die Daten belegen, dass durch transiente siRNA Transfektion eine bis zu 83%ige Reduktion

der mRNA Konzentration erzeugt werden kann.
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3.2.2. Reduktion des INSR und des IGF1R auf Proteinebene
Vier Tage nach der genspezifischen siRNA Transfektion wurden Gesamtproteinfraktionen

isoliert, um zu priifen, ob die Reduktion auf mRNA Ebene auch zu einer Verringerung der
Proteinmenge fiihrt.

Im Rahmen der Proteinanalyse wurden auch die Proteinextrakte der mit IGF1R siRNA
(IGFIR dsl1-3) transfizierten Zellen mit dem INSR Antikorper inkubiert und die der INSR
siRNA (INSR ds1-3) transfizierten Zellen mit dem IGFIR, um eventuelle Kreuzreaktionen
der siRNAs aufgrund vorhandener Nukleinsdure-Sequenzhomologien ausschlieBen zu
kdnnen.
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Abbildung 11: INSR/IGF1R-Proteinreduktion nach genspezifischer siRNA Transfektion
Proteinextrakte von Zellen, mit INSR-spezifischer siRNA (Spuren 1-3) oder mit IGF1R-spezifischer
siRNA (Spuren 4-6) transfiziert, wurden sowohl auf die Expression des INSR (Abb. A) als auch auf die
des IGF1R (Abb. B) hin untersucht. Als Vergleichswert diente die Proteinkonzentration in Zellen, die
nur mit dem Transfektionsreagenz inkubiert, mit nonsense siRNA transfizierte oder unter normalen
Standardbedingungen kultiviert (Kontrolle) wurden.
Wie sich schon bei der mRNA Expression in der TagMan Analyse andeutete (Abbildung 10),
erzielte INSR dsl eine vollstaindige Reduktion des Insulinrezeptors in Huh-7-Zellen auf
Proteinebene (Abbildung 11A, Spur 1). Verglichen mit INSR ds2 und INSR ds3 hatte siRNA
INSR dsl auch die geringste Auswirkung auf die IGF1R-Expression (Abbildung 11B).
Ebenfalls durch die TagMan-Analyse bestitigt, erzielten alle gegen den IGFIR gerichteten
siRNAs eine nahezu vollstindige Reduktion des Proteins (Abbildung 11B, Spuren 4-6).
Wihrend siRNA IGFIR dsl keinen und siRNA IGF1R ds2 einen méfigen Einfluss auf die
Expression des INSR hatte (Abbildung 11A, Spur 4 und 5), fiihrte IGFIR ds3 zu einer
erkennbaren Reduktion des Insulin Rezeptors (Abbildung 11A, Spur 6).
Um zu priifen, ob bei gleichzeitiger Reduktion beider Rezeptoren die Effekte iiber einen
alternativen Rezeptor vermittelt bzw. einen weiteren Signalweg kompensiert werden konnen,
wurde eine gleichzeitige Inhibierung beider Rezeptoren angestrebt. Dafiir wurden die Zellen
mit einer dquimolaren Menge zweier siRNAs transfiziert und im Western Blot auf ihre
Proteinkonzentration hin iiberpriift. Bei der Kombinierung der siRNAs wurden die siRNA

INSR ds3 wegen ihrer schlechten Inhibierungseffizienz nicht berticksichtigt. Bei den IGFIR-
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spezifischen siRNAs wurde auf siRNA IGFIR dsl verzichtet, da sie zu einer Induktion des
Insulinrezeptors fiihrte (relative Induktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen in der
semiquantitativen ,realtime’ PCR: 196%)

Durch die gleichzeitige Transfektion zweier genspezifischer siRNAs konnte eine vollstindige
Unterdriickung der Rezeptorproteinbiosynthese erzielt werden. Im Western Blot wurde bei
zwei der verwendeten siRNA Kombinationen keines der Rezeptorproteine nachgewiesen
(Abbildung 12, Spur 1 und 2). Die Transfektion der nonsense siRNA und eine Inkubation der
Zellen mit dem Transfektionsreagenz beeinflussten die Rezeptorkonzentration im Vergleich

zu den unbehandelten Kontrollzellen nicht.
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Abbildung 12: Doppelinhibierung des INSR/IGF1R mittels RNAi in Huh-7-Zellen

Vier Tage nach der gleichzeitigen Transfektion von INSR-spezifischer und IGF1R-spezifischer siRNA
wurde die Proteinmenge im Western Blot bestimmt. In den Proben in Spur 1 und 2 war eine deutliche
Reduktion des Proteingehaltes im Vergleich zu allen Kontrollbehandlungen (Spur 5-7) nachweisbar.

Unter Beriicksichtigung aller durchgefiihrten Analysen waren die siRNAs INSR dsl und
IGFIR ds3 fiir die alleinige und die kombinierte Rezeptorinhibierung am besten geeignet.

In Hep3B-Zellen konnte durch die genspezifische siRNA Transfektion ebenfalls ein nahezu
vollstdndiger Verlust der jeweiligen Proteinsignale im Western Blot nachgewiesen werden.
Die Zellen wurden mit den bei den Huh-7-Zellen effizientesten siRNAs INSR ds1, INSR ds3
und ihrer Kombination transfiziert (Abbildung 13).
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3.2.3. Uberpriifung einer unspezifischen Interferonantwort nach siRNA Transfektion
Das Einbringen von dsRNA in die Zellen kann eine unspezifische Interferonantwort

induzieren, die das Proliferations- und Wachstumsverhalten von Zellen mafgeblich
beeinflusst. Um dieses auszuschlieBen, wurde mit Hilfe eines phosphorylierungsspezifischen
Antikorpers gegen Statl, ein zytoplasmatisches Signalmolekiil innerhalb der Signalkaskade
einer Interferonantwort, dessen Phosphorylierungsstatus als Zeichen seiner Aktivitit
iberpriift. Die Zellen wurden nach dem Standardprotokoll transfiziert und nach vier Tagen
Gesamtproteinextrakte isoliert; als Positivkontrolle wurde eine Proteinfraktion Interferon-

behandelter Zellen eingesetzt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Statl Phosphorylierungszustand nach siRNA Transfektion in Huh-7-Zellen

Die Transfektion genspezifischer siRNAs und der entsprechenden Kontrollen erfolgte nach dem
Standardprotokoll. Vier Tage nach Transfektion wurden die verschiedenen Proben (Spur 1-10) auf die
Phosphorylierung des Statl (Tyr’®") Enzyms tiberpriift. Als Positivkontrolle diente ein Proteinextrakt
Interferon behandelter Zellen.

Die fehlende Phosphorylierung der beiden Statl Splicevarianten (Statlo und Statl) in allen
Proben des Transfektionsversuches zeigt deutlich, dass diese Komponente des
Interferonsignalweges durch die siRNA Transfektion nicht aktiviert wurde. In Hep3B-Zellen
konnte ebenfalls keine Statl Phosphorylierung durch das Einbringen genspezifischer siRNA
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Auch die Uberpriifung der Expression des Interferon-Zielgens OAS 2 (2'-5' Oligoadenylate
Synthetase 2) anhand einer RT-PCR sowohl in Huh-7- wie auch in Hep3B-Zellen gab keine

Hinweise auf eine durch siRNA-induzierte Interferonantwort (Daten nicht gezeigt).

3.2.4. Auswirkungen der Rezeptorreduktion auf HCC-Zellvitalitat
Nachdem die genspezifische Reduktion beider Rezeptoren sowohl auf RNA- wie auch auf

Proteinebene nachgewiesen und die Aktivierung einer unspezifischen Interferonantwort
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ausgeschlossen wurde, konnte die Untersuchung der funktionellen Effekte nach
Rezeptorinhibierung erfolgen.

Zunichst wurde die Auswirkung der genspezifischen siRNA Transfektion auf die Zellvitalitat
sowohl in Huh-7 (Abbildung 15A) wie auch in Hep3B-Zellen (Abbildung 15B) mittels MTT-
Test (2.2.4.1) untersucht.
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Abbildung 15: Einfluss der Rezeptorreduktion auf die Zellvitalitat

Der Zellvitalitatstest zeigt die relative Anzahl stoffwechselaktiver Zellen siRNA transfizierter Proben
(helle Balken) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (dunkle Balken). Huh-7 (Abb. A) und Hep3B
(Abb. B) wurden nach dem Standardprotokoll mit den entsprechenden siRNAs transfiziert und fir
weitere 5 Tage kultiviert. Die dargestellten Balken sind Mittelwerte von 6 Proben mit der
entsprechenden Standardabweichung.

Im Vergleich zu nonsense siRNA Kontrolle war in den Huh-7-Zellen die Vitalitit der
IGF1R ds3 transfizierten Zellen signifikant reduziert (relative Restvitalitdit von 54%,
p=0,003). In Hep3B-Zellen wurde auBler durch die IGF1R-Reduktion (relative Restvitalitat
41%, p=1,6 x 10"'") auch durch die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren eine
signifikante Verringerung der Anzahl stoffwechselaktiver Zellen erzielt (relative Restvitalitdt
45%, p=2,9 x 10'6). Es ist bemerkenswert, dass auch die Transfektion der non-silencing
nonsense siRNA eine erhebliche Reduktion der Zellvitalitit verursachte (relative Restvitalitét
67% in Huh-7 bzw. 65% in Hep3B).

Da dieser Assay nicht ermdoglicht, bei den beobachteten Effekten zwischen
Proliferationsreduktion und Apoptoseinduktion zu unterscheiden, wurden diesbeziiglich

weitere Analysen vorgenommen.

3.2.5. Beeinflussung der Tumorzell-Apoptose nach Reduktion der Rezeptorexpression
Die durch die Transfektion der Rezeptor-spezifischen siRNA-induzierte Apoptose wurde

mittels FACS-Analyse bestimmt.
Die alleinige Reduktion des IGFIR wie auch die kombinierte Reduktion des IGF1R und
INSR fiihrte sowohl in Huh-7 (Abbildung 16A) wie auch in Hep3B-Zellen (Abbildung 16B)

zu einer signifikanten Zunahme der Apoptose (p<0,02) verglichen mit den nonsense siRNA
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transfizierten Zellen. In den Huh-7-Zellen war die Anzahl apoptotischer Zellen durch
alleinige IGF1R-Reduktion und die kombinierte Behandlung um den Faktor 3,6 erhoht. In
Hep3B-Zellen lag die Apoptoserate beim 7-fachen (IGF1R) bzw. beim 6,2-fachen (Rez. Mix)
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Die Reduktion des INSR hatte im

Vergleich zur nonsense siRNA transfizierten Kontrolle keinerlei Einfluss auf die Induktion

der Apoptose.
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Abbildung 16: Zusammenfassende Darstellung der FACS-Analyse siRNA transfizierter Huh-7-
und Hep3B-Zellen

Huh-7 (Abb. A) und Hep3B (Abb. B) wurden in Dreifachansatzen mit INSR- und IGF1R-spezifischer
siRNA transfiziert und nach vier Tagen auf die Anzahl apoptotischer Ereignisse hin untersucht. In
FACS-Analysen wurde anhand der Fluoreszenzintensitat, die mit der DNA-Degradation korreliert, die
Apoptoserate in den Inhibierungen (helle Balken) im Vergleich zu den Kontrollen (dunkle Balken)
bestimmt.

Das Ausmal der Effekte durch die RNAI, die im MTT-Test (Abbildung 15) ermittelt werden
konnten, deckten sich mit dem in der FACS-Analyse gezeigten Apoptoseverhalten. Daher
kann man annehmen, dass der zuvor gezeigte Vitalitdtsverlust mallgeblich auf eine

Apoptoseinduktion zuriickzufiihren ist.

3.2.6. Effekte der reduzierten Rezeptorexpression auf den Phosphorylierungsstatus von
Signalmolekilen

Um weitere Beweise fiir die spezifische Modulation der Tumorzellfunktion nach Inhibierung
der Rezeptoren zu erhalten, wurde mit der Aktivititsbestimmung bekannter Downstream
Effektoren der beiden Rezeptoren begonnen. Hierfiir wurde zundchst der
Phosphorylierungszustand der Proteinkinase B (AKT/PKB) im Western Blot untersucht
(Abbildung 17).

Obwohl in Huh-7-Zellen (Abbildung 17A) sowohl durch die alleinige Reduktion der
einzelnen Rezeptoren (Spur 1 und 2) ein leichter Riickgang der AKT/PKB Phosphorylierung
im Vergleich zu den Kontrollen (Spur 4 und 5) erzielt wurde, zeigte die gleichzeitige
Inhibierung beider Rezeptoren deutlich stirkere Effekte (Spur 3). Das gleiche Phdnomen
wurde in Hep3B-Zellen beobachtet (Abbildung 17B), in denen die siRNA-Inhibierung des
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Insulinrezeptors (Spur 1) allein stirkere Effekte hervorrief als die des IGFIR (Spur 2). Aber
auch hier erfolgte die effektivste Dephosphorylierung von AKT/PKB durch die gleichzeitige
Reduktion beider Rezeptoren (Spur 3).
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Abbildung 17: Phosphorylierungszustand von AKT/PKB nach Rezeptor Reduktion
Vier Tage nach der Transfektion der genspezifischen siRNA in Huh-7- (Abb. A) und Hep3B-Zellen
(Abb. B) wurden die Proteinextrakte im Western Blot auf den Phosphorylierungsstatus der
Proteinkinase B (AKT/PKB) untersucht.
Diese Daten weisen darauf hin, dass nicht einer der beiden Rezeptoren hauptsiachlich die IGF-

I Effekte vermittelt, sondern IGF-II alternativ beide Rezeptoren zur Signaltransduktion

nutzen kann.

3.3.  IGF-11 Reduktion mittels genspezifischer RNAI
Die Reduktion des Liganden erfolgte ebenfalls durch die Transfektion von drei IGF-II

spezifischen siRNAs in HCC Zelllinien. Wie schon bei der Rezeptorreduktion sollten im
Anschluss an die nachweislich erbrachte Reduktion des Liganden Experimente durchgefiihrt
werden, die Aufschluss iiber Zellvitalitdt, Proliferation, Apoptose und die Aktivitit von

zytoplasmatischen Downstream-Signalmolekiilen geben.

3.3.1. IGF-11 mRNA Reduktion durch genspezifische siRNA Transfektion
Die beiden Zelllinien Huh-7 und Hep3B wurden mit drei siRNAs verschiedener Sequenz und

einer Mischung dieser drei RNAs transfiziert, wobei die siRNA Konzentration in allen vier
Ansitzen identisch war. Vier Tage nach Transfektion wurde die RNA isoliert und mittels
semiquantitativer ,realtime’ PCR auf die relative IGF-II Konzentration hin analysiert
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: IGF-Il mMRNA Konzentration nach Transfektion dreier IGF-Il spezifischer siRNAs
Vier Tage nach der transienten Transfektion genspezifischer siRNA wurde die IGF-II mRNA
Konzentration in den Inhibierungen (helle Balken) und den Kontrollen (dunkle Balken) im TagMan
bestimmt. Sowohl in Huh-7-Zellen (Abb. A) wie auch in Hep3B (Abb. B) wurden die unbehandelten
Kontrollzellen als Kalibrator gewahilt.

Im Vergleich zu den Kontrollen konnte durch alle siRNAs und ihre Kombination eine
deutliche Reduktion der IGF-II Expression erzielt werden. In beiden Zelllinien erbrachte
siRNA IGF-II ds3 mit einer Reduktion um 86% (Huh-7, Abbildung 18A) bzw. 92% (Hep3B,
Abbildung 18B) das beste Ergebnis. Durch die Kombination der verschiedenen siRNAs
konnte keine Steigerung der IGF-II Reduktion erzielt werden (Reduktion in Huh-7: 84%,

Reduktion in Hep3B: 91%).

3.3.2. Uberpriifung einer unspezifischen Interferonantwort nach siRNA Transfektion
Wie zuvor bei der Rezeptorreduktion erldutert (3.2.3), wurden die Aktivitit des Interferon-

Signalmolekiils Statl anhand der Phosphorylierung und die Expression des Interferon-
Zielgens OAS 2 untersucht. Auch im Fall der IGF-II spezifischen siRNA in Huh-7 und
Hep3B zeigte die Uberpriifung dieser Signalwegskomponenten, dass keine unspezifische

Interferonantwort induziert wurde (fiir Huh-7 gezeigt in Abbildung 19).
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Abbildung 19: Stat1 Aktivitat und OAS-Expression nach siRNA Transfektion in Huh-7-Zellen
Die Expression des IFN Zielgens OAS 2 (PCR-Analyse) und die Phosphorylierung der beiden
Splicevarianten des Statl (Statla, 91 kD, Statl1p/Stat2, 84 kD, Western Blot) wurden vier Tage nach
der Transfektion IGF-Il spezifischer siRNA in Huh-7-Zellen analysiert. (Positivkontrolle: IFN
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behandelte Zellen fiir Western Blot Analyse, RNA eines Tumors, in dem IFN-regulierte Gene verstarkt
expremiert werden fir die PCR).

3.3.3. Auswirkungen der IGF-I1-Reduktion auf die HCC Zellvitalitat
Nachdem die IGF-II-Inhibierung durch RNAI auf RNA Ebene bestétigt werden konnte, wurde

die Verdnderung der Zellvitalitit der Huh-7- und Hep3B-Zellen mittels MTT-Test untersucht.
Wie schon die Auswertung der mRNA Expression zeigte, haben die verschiedenen siRNA
Sequenzen in den beiden Zelllinien keine identischen Effekte. Wéhrend in Huh-7 (Abbildung
20A) mit Ausnahme der IGF-II ds2 alle Behandlungen einen signifikanten Vitalitdtsverlust
bewirkten, konnte ein solcher in Hep3B-Zellen (Abbildung 20B) durch IGF-II ds2 und
IGF-II ds3 erzielt werden.
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Abbildung 20: Einfluss der IGF-Il Reduktion auf die Zellvitalitat

Der Zellvitalitétstest der Huh-7- (Abb. A) und Hep3B-Zellen (Abb. B) zeigt die relative Anzahl
stoffwechselaktiver Zellen nach siRNA Transfektion (helle Balken) im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen (dunkle Balken) 5 Tage nach der Transfektion. Die dargestellten Balken sind Mittelwerte
von 6 Proben mit der entsprechenden Standardabweichung.

Die maximale Vitalitatsreduktion rief in beiden Zelllinien siRNA IGF-II ds3 hervor (Huh-7 -
36%, p=1,23 x 10” und Hep3B -34%, p=3,09 x 10'9). Eine etwas schlechtere Effizienz hatten
in Huh-7 IGF-II dsl (Restvitalitit 78%, p=0,0004) und IGF-II dsl-3 (Restvitalitit 86%,
p=0,005), wéhrend in Hep3B-Zellen durch die Transfektion der siRNA IGF-II ds2 eine
Restvitalitit von 69% (p=1,31 x 10”) erzeugt wurde. In Huh-7 wurde die Zellvitalitit weder
durch die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsreagenz (Restvitalitdt 95%) noch durch
die Transfektion der nonsense siRNA (Restvitalitdt 97%) beeintréchtigt. In Hep3B-Zellen
filhrte die Transfektion der nonsense siRNA mit einer Reduktion um 21% zu einem
Vitalitdtsverlust, der zum Teil durch die Auswirkungen des Oligofectamins erkldrt werden
kann (Vitalititsreduktion um 13%). Aufgrund der unspezifischen Vitalititsreduktion durch
nonsense siRNA wurde fiir die statistische Signifikanzberechnung die Vitalitit der nonsense

siRNA transfizierten Zellen als Vergleichswert gewahlt.
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Da der MTT-Test keine Unterscheidung zwischen Proliferation und Apoptose als Ursache fiir
den Vitalititsverlust ermoglicht, wurden weitere funktionelle Analysen durchgefiihrt. Da
unter Berticksichtigung der bisher durchgefiihrten Analysen in beiden Zelllinien die Sequenz
IGF-II ds3 die besten Ergebnisse erzielte, wurde diese Sequenz fiir die weiteren Analysen
eingesetzt. AuBlerdem wurde IGF-II dsl verwendet, da diese in den Huh-7-Zellen eine
signifikante Vitalitdtsreduktion herbeifiihrte und in Hep3B auf mRNA Ebene eine effiziente
IGF-II Reduktion zeigte.

3.3.4. Einfluss der IGF-11 Reduktion auf die Proliferation
Durch den Einbau des Brom-markierten UTPs als Basenanalogon in die DNA proliferierender

Zellen kann mittels des BrdU-ELISA die relative Proliferationsrate bestimmt werden. In den
Huh-7-Zellen zeigte sich, dass IGF-1I dsl (-27%, p<0,001) wie auch IGF-II ds3 (-18%,
p<0,001) zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation fithrten (Abbildung 21A). Auch
in Hep3B-Zellen, in denen ebenfalls eine signifikante IGF-II mRNA Reduktion und eine
Verringerung der Vitalitdt nachgewiesen wurde, konnte durch die Transfektion der IGF-II
siRNA eine signifikante Proliferationsreduktion im Vergleich zu den Kontrollen (nonsense
RNA und Oligofectamin) erzeugt werden (IGF-II ds1 -55%, p<0,0007; IGF-II ds3

-33%, p<0,008 Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Zellproliferation nach Reduktion der IGF-II-Expression

Drei Tage nach der transienten Transfektion genspezifischer siRNA wurde die relative Wachstumsrate
der Inhibierungen (helle Balken) im Vergleich zu den Kontrollen (dunkle Balken) ermittelt. (Abb. A:
Huh-7-Zellen; Abb. B: Hep3B-Zellen; Kalibrator: unbehandelte Zellen ,Kontrolle*)

rel. Proliferationsrate

rel. Proliferationsrate

ha

Da die nachgewiesene Proliferationsreduktion nicht ausschlieBlich fiir den Vitalititsverlust
der Tumorzellen verantwortlich sein muss, wurde auch die Apoptoserate der Zellen nach IGF-

IT Reduktion analysiert.

3.3.5. Beeinflussung der Tumorzell-Apoptose nach Reduktion der IGF-11-Expression
Durch die FACS-Analyse sollte iiberpriift werden, ob auller der Proliferation auch die

Apoptoserate durch die Transfektion der IGF-II spezifischen siRNA beeinflusst wurde.
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Die transiente Transfektion der siRNA IGF-II ds3 filihrte in Huh-7 im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen zu einer 3,5-fachen Erhohung der Apoptoserate (p= 3,5x 107)
und auch im Vergleich zur mit nonsense siRNA transfizierten Kontrolle lag ein signifikant
erhohter Wert vor (p= 0,000017) (Abbildung 22A). In Hep3B-Zellen wurde der basale
Apoptosewert sogar um das 6,5-fache gesteigert (p=0,005) und auch bezogen auf den
ebenfalls erhohten Apoptosewert der nonsense Kontrolle verursachte die Transfektion der
siRNA IGF-II ds3 eine signifikante Zunahme der Apoptose (p=0,011) (Abbildung 22B). Die
Transfektion der IGF-II ds1 hatte allerdings keinen messbaren Einfluss auf die Induktion der

Apoptose in beiden Zelllinien (verglichen mit Kontrollen Oligofectamin und nonsense RNA).
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Abbildung 22: Zusammenfassende Darstellung der FACS-Analysen nach IGF-lI-Reduktion in
Huh-7- und Hep3B-Zellen

Die relative Apoptoserate der mit genspezifischer siRNA transfizierten Huh-7- (Abb. A) und Hep3B-

Zellen (Abb. B) (helle Balken) wurde mit den apoptotischen Ereignissen in den Kontrollbehandlungen

(dunkle Balken) verglichen. Die hier gezeigten Ergebnisse sind die Mittelwerte von drei unabhangigen

Experimenten.

Sowohl die Analyse der Apoptose wie auch die Untersuchung der Vitalitit und der

Proliferation zeigten mit der Transfektion der IGF-II spezifischen siRNA assoziierte Effekte.

3.3.6. Effekte der IGF-11-Reduktion auf den Phosphorylierungsstatus von
Signalmolekdlen

Um bestimmen zu koénnen, inwiefern sich die Reduktion des Liganden IGF-II nicht nur auf
funktioneller Ebene auswirkt, sondern welche Effektorkinasen in ihrer Aktivitdt beeinflusst
werden, wurden Western Blot Analysen mit phospho-spezifischen Antikdrpern gegen
typische zytoplasmatische Signalmolekiile durchgefiihrt.

Die Effekte der IGF-II Inhibierung, die sich im Phosphorylierungsstatus der Kinasen
AKT/PKB und ERK zeigten, unterschieden sich in beiden Zelllinien. In Huh-7 fiithrten beide
siRNAs (dsl, ds3) zu einer verminderten Phosphorylierung der Kinasen (Abbildung 23A).
Wihrend die ERK1/2 Phosphorylierung durch die verschiedenen IGF-II siRNA Sequenzen
dhnlich stark verringert wurde, ist die Auswirkung der IGF-II ds3 siRNA auf die
Proteinkinase B (AKT/PKB) stirker als die der IGF-II dsl siRNA. In Hep3B-Zellen
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(Abbildung 23B) wird die Phosphorylierung der AKT/PKB Kinase nur leicht durch IGF-II
dsl reduziert, IGF-II ds3 konnte keine Verdnderung bewirken. Im Gegensatz dazu bewirkte
diese siRNA-Sequenz die nahezu vollstindige Dephosphorylierung der ERK1/2 Kinase, bei
der auch eine deutliche Phosphorylierungsreduktion durch IGF-II dsl beobachtet werden

konnte.
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Abbildung 23: Phosphorylierungszustand der Signalproteine AKT/PKB und ERK1/2

Vier Tage nach der Transfektion der genspezifischen siRNA in Huh-7- (Abb. A) und Hep3B-Zellen
(Abb. B) wurden die Proteinextrakte im Western Blot auf den Phosphorylierungsstatus von AKT/PKB
und ERK1/2 im Vergleich zu nonsense siRNA transfizierten und unbehandelten Zellen untersucht.

Die Effekte auf den nachfolgenden Signalweg durch die Inhibierung des Liganden erscheinen
starker als durch die Reduktion eines einzelnen Rezeptors. Um jedoch eine wirkliche Aussage

treffen zu konnen, war es notwendig, die Auswirkungen nochmals in direktem Vergleich zu

betrachten.

3.4.  Vergleichende Analysen — Ligand gegen Rezeptorreduktion
Zunichst erfolgte erneut eine detaillierte Analyse, um die Ursache der verminderten

Zellvitalitit zu bestimmen. Hierfiir wurden die Beeinflussung der Apoptose und der
Proliferation durch RNAIi vergleichend untersucht. AnschlieBend wurden der

Phosphorylierungsstatus verschiedener Signalmolekiile hinsichtlich ihrer Aktivitét analysiert.

3.4.1. Einfluss der Rezeptor und der Ligandenreduktion auf die Proliferation
Sowohl in Huh-7- (Abbildung 24A) wie auch in Hep3B-Zellen (Abbildung 24B) zeigte die

Reduktion des INSR keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstumsverhalten. Wéhrend die
Proliferationsrate in Huh-7 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen nicht verdndert
war, lag der Wert in Hep3B-Zellen mit einer relativen Proliferationsrate von 83% im Bereich

der mit dem Transfektionsreagenz behandelten Kontrollzellen (rel. Proliferationsrate 85%,

57



Ergebnisse

Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu fiihrte sowohl die Reduktion des Liganden IGF-II
wie auch die IGF1R-Inhibierung bzw. die kombinierte Inhibierung des IGFIR und des INSR
zu einer signifikanten Proliferationsreduktion.

In Huh-7-Zellen wurde die geringste Proliferation in IGFIR siRNA transfizierten Zellen
nachgewiesen (69%, p<0,008), die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren verminderte
das Wachstum um 20% (p<0,04). Die verringerte Bioverfiigbarkeit des Liganden fiihrte zu
einer relativen Proliferationsrate von 84% (IGF-II dsl, p<0,05) bzw. 76% (IGF-II ds3,
p<0,02).

In Hep3B-Zellen wurde die geringste Proliferation nach Transfektion der siRNA IGF-II dsl
gemessen (-56%, p<0,0007), IGF-II ds3 reduzierte die Wachstumsrate um 34% (p<0,01). Die
Reduktion des IGF1R war mit einer Hemmung von 39% (p<0,003) nicht so effektiv wie die
gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren (-46%, p<0,002).
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Abbildung 24: Proliferationsrate nach Rezeptor und Liganden-Reduktion durch siRNA
Transfektion

Am Tag nach der siRNA Transfektion wurde die relative Proliferation in den Inhibierungen (helle

Balken) im Vergleich zu den Kontrollen (dunkle Balken) durch den Einbau des BrdU in die DNA

proliferierender Zellen im BrdU-ELISA bestimmt. (Abb. A: Huh-7-Zellen; Abb. B: Hep3B-Zellen;

Kalibrator: unbehandelte Zellen ,Kontrolle®).

3.4.2. Beeinflussung der Tumorzell-Apoptose
Auch die Apoptoserate der beiden Zelllinien konnte nicht maBgeblich durch die siRNA-

Inhibierung des INSR beeinflusst werden. Wie auch bei der Proliferationsanalyse zeigten sich
in Huh-7-Zellen (Abbildung 25A) nur geringfiigige Verdnderungen gegeniiber den
unbehandelten Zellen (rel. Apoptoserate 1,08). In Hep3B-Zellen (Abbildung 25B) lag der
Wert nach Transfektion der INSR siRNA ds1 mit einer Induktion von 2,82 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen noch unter der Apoptoserate der Oligofectamin- und nonsense RNA-
Kontrollen. Diese Veridnderung des Apoptosewertes ist also auf die Behandlung der Zellen

mit dem Transfektionsreagenz zuriickzufiihren und keine Reaktion auf die genspezifische
siRNA.

58



Ergebnisse

Einen spezifischen Anstieg im Vergleich zu allen Kontrollen verursachte die Reduktion des
IGFIR bzw. beider Rezeptoren. In Huh-7-Zellen wurde nach beiden Behandlungen das 3,6-
fache des basalen Apoptosewertes gemessen (p<0,01), in Hep3B-Zellen stieg die Apoptose
auf das 7-fache (IGFIR ds3, p<0,008) und bei gleichzeitiger Inhibierung beider Rezeptoren
wurde die 6,3-fache Menge apoptotischer Zellen gemessen (p<0,003). Die Inhibierung des
Liganden hatte in beiden Zelllinien mit der IGF1R Inhibierung vergleichbar starke Effekte.
Wihrend in Huh-7-Zellen durch die siRNA IGF-II ds3 ein Anstieg auf das 3,5-fache
hervorgerufen wurde (p<0,001), bewirkte diese siRNA in Hep3B-Zellen einen Anstieg auf
das 6,5-fache des Ausgangswertes (p<0,02). Damit induzierte die siRNA IGF-II ds3 ebenso
viel Apoptose wie der Verlust des IGF1R, wéhrend IGF-II ds1 mit der Verdnderung um den
Faktor 1,8 (Huh-7) bzw. 2,9 (Hep3B) im Vergleich zur nonsense RNA Kontrolle keine

signifikante Induktion der Apoptose hervorrief.

vy

A

o

o
@
=]

m
=]

rel. Apoptoserate
rel. Apoptoserate

el

> P ¥ Sy & F ¥
&&Q_‘t? gﬁ' 9&6" ’5’&?@%\6‘&5&@ &

> - & \%' é}?aq' 2 4 & gfla &
{5‘{5‘@5*3@5‘*’ ¢ ¢ Q'&&‘@d&?&%

Abbildung 25: Zusammenfassende Darstellung der FACS-Analyse nach siRNA Transfektion
Vier Tage nach der Transfektion der Liganden- und Rezeptor-spezifischen siRNA wurde die
Apoptoserate in Huh-7-Zellen (Abb. A) und Hep3B-Zellen (Abb. B) bestimmt. Die hier dargestellten
relativen Apoptoseraten der Inhibierungen (helle Balken) und der Kontrollen (dunkle Balken) sind die
Mittelwerte von drei unabhéangigen Experimenten.

3.4.3. Effekte der Rezeptor und der Ligandenreduktion auf den Phosphorylierungs-
status von Signalmolekilen

Die Signale der Western Blots mit den phosphosensitiven Antikérpern zur Bestimmung des
Phosphorylierungsstatus der Downstream-Effektoren, der Riickschliisse auf die Aktivitét
ermdglicht, wurden zu leichteren Interpretation densitometrisch quantifiziert. Diese Form der
Auswertung ermoglicht keine Aussage iiber die absolute Quantitit des jeweiligen
Phosphoproteins im Vergleich zur Kontrolle, jedoch geben die Werte einen Eindruck der
erfolgten relativen Regulation. Die Messwerte sind also keine Mengenangaben sondern
verdeutlichen die Tendenz der Effektor-Aktivitdt nach genspezifischer siRNA-Transfektion.

Im Gegensatz zu den funktionell orientierten Proliferations- und Apoptoseanalysen ergaben
sich bei der Untersuchung der Downstream-Effektoren in Huh-7 (Abbildung 26A, links im

Western Blot, rechts die densitometrische Auswertung der Bandenintensitdt) die deutlichsten
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Effekte durch Ligandeninhibierung (Abbildung 26A, Spur 1 und 2). Die Auswirkung auf die
Kinasen ERK und AKT/PKB war durch beide IGF-II-spezifischen Sequenzen etwa gleich,
wihrend die Phosphorylierung von Src am geringsten nach Inkubation mit siRNA IGF-II ds3
war. Die Phosphorylierung des Signalmolekiils Paxillin (Pax) nimmt durch aktives IGF1R-
,Signalling” ab. In diesem Fall ist also eine Zunahme der Phosphorylierung ein Zeichen fiir
eine abgeschwichte Signaltransduktion. Die Western Blot Analyse zeigt, dass nur die IGF-II-
Reduktion zu einer mehr als 4 mal so starken Phosphorylierung des Paxillins fiihrte, ein
leichter Anstieg wurde auch durch die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren verursacht
(Spur 5), ebenso zeigt die mit nonsense siRNA transfizierte Kontrolle eine leichte Zunahme
der Phosphorylierung (Spur 6). Auch bei der Kinase ERK zeigte die Doppelinhibierung einen
leichten Aktivitétsriickgang in Form verminderter Phophorylierung. AKT/PKB wurde leicht
durch die alleinige Reduktion beider Rezeptoren beeinflusst (Spur 3 und 4) und obwohl die
gleichzeitige Inhibierung stirkere Effekte aufwies, wurde nicht das Phosphorylierungsniveau
erreicht, was durch die IGF-II-Inhibierung erzielt werden konnte. Bei der Src-Kinase filihrte
schon die Reduktion des INSR (Spur 3) zu einer leicht reduzierten Phosphorylierung, die
Reduktion des IGFIR (Spur 4) und die kombinierte Inhibierung beider Rezeptoren (Spur 5)
zeigte ein so abgeschwichtes ,Signalling’, wie es auch durch die IGF-II dsl siRNA
hervorgerufen wurde.

In den Hep3B-Zellen stellte sich der Phosphorylierungszustand der Kinasen nach der
Transfektion anders dar (Abbildung 26B, links im Western Blot, rechts die densitometrische
Auswertung der Bandenintensitit). Wiahrend die Src-Kinase einen leichten Riickgang der
Phophorylierung nach der INSR-Reduktion (Spur 3) und der gleichzeitigen Inhibierung beider
Rezeptoren (Spur 5) zeigte, wurde AKT/PKB zusétzlich auch durch die Transfektion der IGF-
IIdsl siRNA (Spur 1) in ihrer Phosphorylierung reduziert. Eine Schwichung der ERK
Signaltransduktion wurde hauptsdchlich durch siRNA IGF-II ds3 (Spur 2) erreicht, ferner
zeigte die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren eine leichte Abnahme der
Signalintensitdt. Da bei Pax der dephosphorylierte Zustand durch aktives IGF ,Signalling’
verursacht wird, scheint der Phosphorylierungszustand dieses Molekiil in den Hep3B-Zellen
ginzlich anders als in Huh-7 reguliert zu sein. Ein maximales Mal3 an Phosphorylierung
konnte in IGF-II ds3 und nonsense siRNA transfizierten Zellen nachgewiesen werden, die

schwichste Phosphorylierung zeigten die IGF-II ds1 und IGF1R ds3 transfizierten Zellen.
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Abbildung 26: Aktivitat verschiedener mit der IGF-Achse assozierter Kinasen nach siRNA
Transfektion

Vier Tage nach der Transfektion der Liganden- und Rezeptor-spezifischen siRNA in Huh-7 (Abb. A)
und Hep3B-Zellen (Abb. B) wurden die Proteinextrakte auf den Phosphorylierungsstatus
verschiedener Signalmolekile Gberprift (Western Blot in der linken Halfte). Zur besseren
Vergleichbarkeit der Downstream-Effektor-Aktivitat in den verschiedenen Inhibierungen (Spur 1-5) mit
den Kontrollen (Spur 6 und 7), wurden die einzelnen Bandenintensitaten densitometrisch bestimmt
(Saulendiagramm in der rechten Halfte). Wahrend die Kinasen Src, ERK1/2 und AKT/PKB durch die
IGF-ll-induzierte Signalkaskade phosphoryliert werden, kommt es bei Paxillin zu einer
Dephosphorlierung.

Die Auswirkungen der IGF-II-Inhibierung auf die verschiedenen Downstream-Effektoren war
in Huh-7-Zellen deutlicher als in Hep3B-Zellen. Die Rezeptorinhibierung durch die transiente
siRNA Transfektion zeigte in Hep3B-Zellen mit Ausnahme der AKT/PKB
Dephosphorylierung nach Reduktion beider Rezeptoren gemessen am

Phosphorylierungszustand der Kinasen keine signifikante Anderung ihrer Aktivitit.
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3.5.  Array-Analysen

3.5.1. Generierung der Rohdaten
Um die Auswirkungen der verschiedenen genspezifischen siRNA Inhibierungen auf

Expressionsebene untersuchen zu konnen, wurden ,Gene Chip®Expression Arrays’
durchgefiihrt. So sollten gemeinsam und differentiell regulierte Gene der Liganden- und
Rezeptorreduktion identifiziert werden, um mdgliche mechanistische Erkldrungen fiir die
unterschiedlichen Effekte auf funktioneller Ebene zu finden.

Fiir die Expressionsanalysen wurden Huh-7-Zellen nach dem etablierten Protokoll jeweils mit
IGF-II siRNA dsl und ds3, INSR siRNA dsl, IGF1R siRNA ds3, dem Mix der Rezeptor
siRNAs und der nonsense siRNA in zwei unabhdngigen Experimenten transfiziert. Die RNA
Extraktion erfolgte nach dem Standardprotokoll. Neben der photometrischen
Konzentrationsbestimmung wurde die RNA mittels der AGILENT Technologie hinsichtlich
ihrer Integritdt analysiert. Hier konnte fiir alle Proben eine optimale Qualitdt der RNA (RIN
>9) bestétigt werden (2.2.2.3). Die effiziente siRNA-vermittelte, genspezifische Reduktion
der verschiedenen Zielgene wurde nach cDNA-Synthese in der semiquantitativen ,realtime’
PCR {iberpriift (Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurden diese RNA-Fraktionen fiir die
nachfolgende Expressionsanalyse eingesetzt.

Nach cDNA Synthese, in-vitro Transkription und Fluoreszenzmarkierung wurden die Proben
auf je einem ,Human Genom U133A 2.0 Array’ hybridisiert. Nach der Signaldetektion
erfolgte die Auswertung der Daten mit der SAS Microarray 1.3 Software (2.2.5.2). Insgesamt
wurden 3714 Gene durch die verschiedenen Transfektionen aller Experimente hdchst
signifikant (p<0,001) reguliert. Neben den statistischen Parametern werden im Rahmen der
Analyse zahlreiche fiir die Bioinformatik relevante Informationen (z.B. Anzahl der Proben je
Probensatz, durchschnittliche Fluoreszenzintensitit der Gene je Versuchsbedingung, Ausmaf}

der Regulation) erfasst.

3.5.2. Ermittlung signifikant und biologisch relevant regulierter Gene
Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Expressionsdaten wurde ein Dendrogramm

erstellt. Mit Hilfe dieser graphischen Darstellung wird die Ahnlichkeit von
Expressionsprofilen unterschiedlicher Versuchsbedingungen durch ihre Anordnung und die
farbliche Markierung der Datensédtze verdeutlicht. Das Dendrogramm zeigt, dass die
Reduktion des IGF1R zu einem dhnlichen Expressionsmuster wie die kombinierte Reduktion
beider Rezeptoren fiihrte. Die Expressionsmuster der beiden IGF-II siRNAs gleichen sich
ebenfalls und sind nebeneinander angeordnet. Interessanterweise bewirkte die Transfektion

der nonsense siRNA ebenfalls deutliche Effekte auf Expressionsebene. Die Reduktion des
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Insulinrezeptors fiihrte zu einem Expressionsmuster, dass die groBte Ahnlichkeit zum
Expressionsprofil der unbehandelten Zellen aufweist und steht daher in direkter

Nachbarschaft zu den Kontrollzellen.

StdLsmean treatment IGF _1R _ds3
StdLsmean treatment rez_mix
StdLsmean trestment 1GF _1I_ds?
StdLsmean treatment IGF _Il_ds3
StdLsmean treatment nonsense_E
StaLsmean trestment INSH_as1
StdLsmean treatment untreated

Abbildung 27: Dendogramm der Arra-Analysen

Graphische Darstellung der Array-Analysen, bei der eine Anordnung aufgrund der Ahnlichkeit der
Expressionsprofile nach den verschiedenen Behandlungen vorgenommen wird. Schwach exprimierte
Gene sind blau makiert, stark exprimimierte Gene rot. Ahnlich regulierte Gene stellt die Software,
ohne funktionelle Zusammenhéange zu bericksichtigen, farblich markiert da.

Um Aussagen iiber die spezifische Verdnderungen der Expression treffen zu kdnnen, wurden
alle 3714 regulierten Gene den ursdchlichen Transfektionsbedingungen (IGF-1I-, INSR-,
IGF1R-Reduktion, gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren und Transfektion der nonsense
siRNA) zugeordnet (Tabelle 3, Spalte 1). Bei der Genexpression nach IGF-II-spezifischer
siRNA Transfektion wurden nur die Gene beriicksichtigt, die durch beide siRNA-Sequenzen
signifikant reguliert waren (IGF-II siRNA dsl und ds3). Nachfolgende Analysen wurden mit
dieser nur ,IGF-II” benannten Schnittmenge durchgefiihrt und alle weiteren Kriterien mussten
stets durch beide siRNA Sequenzen erfiillt werden. In der tabellarischen Zusammenfassung
der Expressionswerte werden allerdings beide Versuchsbedingungen getrennt aufgefiihrt
(siche Anhang).

Aus den so entstandenen Gengruppen wurden zunichst die signifikant regulierten Gene
herausgefiltert, die nicht mindestens um den Faktor 1,5 reguliert vorlagen (Tabelle 3,
Spalte 2). Um die unspezifischen Effekte der siRNA Transfektion von den durch die
genspezifische siRNA erzeugten Effekte zu diskriminieren, wurden alle Gene, welche durch
die nonsense siRNA signifikant um den Faktor 1,5 reguliert wurden, aus den Gengruppen

ausgeschlossen (Tabelle 3, Spalte 3).
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Anzahl signifikant und

Anzahl signifikant | Anzahl signifikant und biologisch | biol. relevant regulierter

Versuchsbedingungen ) ) ) )
regulierter Gene relevant regulierter Gene Gene, jedoch nicht durch
nonsense siRNA reguliert
IGF1R-Inhibierung 2357 682 534 (Anhang Tabelle A)
INSR- Inhibierung 377 16 9 (Anhang Tabelle B)
Inhibierung beider
1875 342 244 (Anhang Tabelle C)
Rezeptoren
IGF-II- Inhibierung 1093 188 104 (Anhang Tabelle D)
nonsense SiRNA
1868 404 (Anhang Tabelle E) --

Transfektion

Tabelle 3: Anzahl der Gene, die nach siRNA-Transfektion reguliert vorlagen

Die Anzahl der signifikant regulierten Gene beinhaltet die Gene, die im Vergleich zu unbehandelten
Zellen signifikant (<0,001) verédndert exprimiert wurden. Die signifikant und biologisch relevant
regulierten Gene waren darliber hinaus mindestens um den Faktor 1,5 im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen reguliert. Um die unspezifischen Effekte der siRNA-Transfektion bei der
weiteren Analyse auszuschliel3en, wurden alle Gene, die durch die nonsense siRNA signifikant und
biologisch relevant beeinflusst wurden, aus der Gruppe der nach genspezifischer siRNA-Transfektion
differentiell exprimierten Genen herausgenommen.

Infolge der Transfektion der nonsense siRNA wurden 404 Gene nach den Kriterien der
Signifikanz und biologischen Relevanz veridndert exprimiert. Durch die beiden IGF-II siRNA
Sequenzen wurden 188 Gene signifikant und biologisch relevant reguliert, wobei 84 dieser
Gene auch durch die nonsense siRNA reguliert vorlagen; 104 Gene wurden also spezifisch
nach IGF-II-Reduktion verdandert exprimiert. Bei 66 Genen lag eine Induktion der Expression
vor, 38 Gene wurden reduziert exprimiert. Nach der Reduktion des INSR erfiillte nur die
Expression von 16 Genen die Kriterien der biologischen Relevanz und der Signifikanz. Neun
Gene aus dieser Gruppe wurden nicht auch durch nonsense siRNA Transfektion
beeintrachtigt, sondern aufgrund der INSR-Inhibierung vermindert exprimiert. Nach der
Transfektion der IGF1R ds3 siRNA zeigten 682 Gene eine signifikant und biologisch relevant
verdnderte Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen. Da 148 dieser Gene auch nach der
nonsense siRNA Transfektion eine veridnderte Expression aufwiesen, konnten 534 Gene als
Folge der IGF1R-Reduktion angesehen werden. Bei 259 Genen konnte eine verstirkte
Expression nachgewiesen werden, die anderen 275 Transkripte lagen im Vergleich zu den
Kontrollzellen in geringerer Konzentration vor. Der gleichzeitige Verlust beider Rezeptoren
fiihrte zu einer verdnderten Expression bei 342 Genen, von denen 98 auch in der Gruppe der
durch nonsense siRNA signifikant und biologisch relevant regulierten Gene zu finden waren.
So konnte die modifizierte Expression von 244 Genen (124 induziert, 120 reduziert) auf den

Verlust der beiden Rezeptoren zuriickgefiihrt werden.
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3.5.3. Validierung der Array-Expressionsdaten mittels ,realtime’ PCR
Um die in der Array-Analyse erhaltenen Expressionswerte zu verifizieren, wurde die mRNA-

Konzentration zweier Gene, VEGF (vascular endothelial growth factor) und TNFAIP (tumor
necrosis factor alpha induced protein 3), reprisentativ in der ,realtime’ PCR {iberpriift.
Wihrend die TNFAIP3-Expression laut der Array-Analyse durch die Transfektion der
genspezifischen siRNAs induziert vorlag, wurde VEGF nicht biologisch relevant reguliert.

Zur Bestitigung der Expressionswerte wurde eine semiquantitative ,realtime’ PCR
durchgefiihrt und die Expression der Gene nach Transfektion genspezifischer siRNA wurde
wie bei der Auswertung der Array-Daten mit der Expression in unbehandelten Zellen

verglichen (Abbildung 28).

A B B Array
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Abbildung 28: Validierung der mRNA Expressionswerte aus der Array-Analyse mittels
,realtime’ PCR

Die relative mRNA Expression von TNFAIP3 (Abb. A) und VEGF (Abb. B) aus der Array-Analyse
(dunkle Balken) wurde durch eine semiquantitative PCR (helle Balken) Uberprift. Die
Expressionswerte wurden gegen die Expression unbehandelter Zellen verglichen. Die Schwelle der
+1,5fachen Regulation ist in den Diagrammen als rote (Induktion) und griine (Reduktion) Linie
eingezeichnet.

Die Werte aus der Array-Analyse konnten bestétigt werden. Die TNFAIP3 Expression wurde
sowohl durch die IGF1R-Inhibierung wie auch durch die gleichzeitige Inhibierung beider
Rezeptoren induziert. Die anderen siRNAs fiihrten zu keiner verdnderten Expression dieses
Gens. VEGF zeigte im Array durch keine der siRNA-Inhibierungen eine Regulation, was

durch die ,realtime’ PCR bestatigt wurde.

3.5.4. Schnittmengenanalyse der Gene, die exklusiv oder gemeinsam nach
genspezifischer RNAiI modifiziert werden

Nachdem die Expressionwerte der Array-Analyse reprisentativ an zwei Genen verifiziert
werden konnte, wurden weitere Auswertungen vorgenommen. Um die Unterschiede zwischen
den einzelnen siRNA Inhibierungen eingrenzen zu kdénnen, wurden Schnittmengenanalysen
mit den Gengruppen, die signifikant und biologisch relevant reguliert aber in ihrer Expression
nicht durch die nonsense siRNA modifiziert vorlagen, durchgefiihrt (Tabelle 4). Es wurden

die Gene und funktionellen Prozesse gesucht, die gemeinsam durch die IGF-II-Reduktion und
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die IGF1R-Reduktion, die IGF-II-Reduktion und die INSR-Reduktion wie auch durch die
IGF-II-Reduktion und die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren reguliert wurden. Ferner
wurden die Schnittmengen der verschiedenen Rezeptorreduktionen, also IGF1R- und INSR-
Reduktion, IGFIR- und kombinierte Rezeptorreduktion und INSR- und kombinierte
Rezeptorreduktion ermittelt. AuBer der Identifikation der gemeinsam regulierten
Komponenten wurden die Gene und Funktionsgruppen gesucht, die ausschlieBlich durch die
einzelnen siRNA Inhibierungen beeinflusst wurden, also spezifische Zielgene von IGF-II,
IGF1R, INSR und der kombinierten Rezeptorreduktion.

Von den 534 Genen, die nach der Transfektion des IGFIR siRNA ds3 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen differentiell exprimiert wurden, waren 274 spezifisch nach IGFI1R-
Reduktion reguliert. Ein Gen wurde gleichzeitig durch die INSR siRNA-Inhibierung
beeinflusst, 232 waren auch durch die gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren verdndert
und 64 Gene wurden gemeinsam durch die IGF1R-Reduktion und die IGF-II-Reduktion in
ihrer Expression verdndert. Von den neun Genen, die nach der Reduktion des INSR ein
anderes Expressionprofil zeigen, werden acht Gene ausschlieBlich durch die INSR siRNA ds1
reguliert. Die Expression eines Gens wird auflerdem durch die Reduktion beider Rezeptoren
bzw. durch die Reduktion des IGFIR verdndert. Zwischen den durch IGF-II-Reduktion und
den durch INSR-Reduktion beeinflussten Genen gibt es keine Uberschneidung. Zehn der
insgesamt 244 durch den gleichzeitigen Verlust beider Rezeptoren in ihrer Expression
modifizierten Gene sind spezifisch fiir die kombinierte Rezeptorreduktion. Gemeinsam durch
die Reduktion des IGF-II und die Reduktion beider Rezeptoren werden 36 Gene reguliert.
Von den 104 sowohl durch die Transfektion der IGF-II siRNA dsl wie auch der IGF-II
siRNA ds3 signifikant und biologisch relevant regulierten Genen sind 40 spezifisch durch
Liganden-Reduktion modifiziert. Insgesamt 64 Gene werden auflerdem durch die IGFIR-
Reduktion reguliert, von denen 36 =zusitzlich in der Gruppe der nach kombinierter
Rezeptorreduktion verdnderten Gene vorkommen.

Die ausfiihrlichen Tabellen dieser vergleichenden Analysen befinden sich im Anhang.
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spezifisch durch Rez. Mix- Inhibierung regulierte Gene

Anzahl der ausfiihrlich
Gengruppe
Gene im Anhang
durch IGF1R-Inhibierung regulierte Gene 534 Tabelle A
durch INSR-Inhibierung regulierte Gene 9 Tabelle B
durch gleichzeitige Rezeptorinhibierung regulierte Gene 244 Tabelle C
. durch IGF-II-Inhibierung regulierte Gene 104 Tabelle D
durch IGF1R- und AUCH durch IGF-II- Inhibierung 64 Tabelle F
regulierte Gene
durch INSR- und AUCH durch IGF-II- Inhibierung 0
regulierte Gene
durch Rez. Mix- und AUCH durch IGF-II- Inhibierung 36 Tabelle G
regulierte Gene
durch IGF1R- und AUCH durch INSR- Inhibierung 1 Tabelle H
regulierte Gene
durch IGF1R-und AUCH durch Rez. Mix- Inhibierung 232 Tabelle I
regulierte Gene
durch Rez. Mix- und AUCH durch INSR- Inhibierung 5 Tabelle J
regulierte Gene
spezifisch durch IGF1R- Inhibierung regulierte Gene 274 Tabelle K
spezifisch durch INSR- Inhibierung regulierte Gene 9 Tabelle L
spezifisch durch IGF-II- Inhibierung regulierte Gene 40 Tabelle M
10 Tabelle N

Tabelle 4: Einzelne signifikant und biologisch relevant regulierte Gengruppen und ihre

Schnittmengen
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3.5.4.1. Identifikation durch siRNA-Transfektion modifizierter zellularer Prozesse
Um die durch die RNA-Inhibierung induzierten Genexpressionen beurteilen und den

verschiedenen Schnittmengen evtl. diskriminierende biologische Effekte zuordnen zu kénnen,
wurden zelluldre Prozesse (z.B. Zellzyklusregulation, DNA-Replikation) hinsichtlich der
Regulation involvierter Gene untersucht. Sofern bekannt, war allen regulierten Genen
mindestens ein biologischer Prozess (,Gene Ontology Biological Process’), an dem es
beteiligt ist, zugeordnet worden. Betrachtet man nun die Verdnderung der Expression der
Gene, die in einen bestimmten Ablauf involviert sind, konnen Riickschliisse iiber die
Auswirkung auf die Regulation des zelluldren Prozesses gezogen werden. Einige dieser
funktionellen Gruppen, die auffillig reguliert (z.B. Ubiquitinierung) oder grundsétzlich von
Interesse (z.B. Apoptose) waren, sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Ausfiihrliche Tabellen
der diesen Prozessen zugeordneten Genen und ihrer Regulation befinden sich im Anhang
(Tabelle O). Die durch die Reduktion des Insulin-Rezeptors regulierten Gene gehodren keiner

der untersuchten Gruppen an.
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Tabelle A
Gengruppe Reglhi';ion DNA-Repair | Metabolismus | Ubiquitinierung Wachstum Zelladhasion bigsr%iigse traigdzell(lt-ion Transkription Apoptose
IR Y Tl s AR RN DR AN R RN R y

IGF1R 8 7 1 4 1 10 10 (0| 7 0 7 7,915 0 5 12 319 14 9 17 | 2 | 15 | 42 | 7 | 35 2 0 2
MIX 3 3 0 2 1 4 4 0| 3 0 3 5 6| 3 0 3 0| 4 4 4 7 0 18 | 3 | 15 -- -- -
IGF-II 1 0 I e - -] 1 0|1 0 3| 2 0| 2 0|5 - -- 1 3 /21 0
spez. IGF1R 5 5 0| 2 2 |0 6 6 0] 4 0 | 4 5 3| 3 0 | 3 3 /4] 10 |5 6 |1 5 |23 |5 18
spez. Mix i B B - i e e 2 /0] 1 0 1 - - | - - - i el e -- i
spez. IGF-II I T - 01| - | - - - - - - 1 /1] 0 2 1,0 1
IGF1R+IGF-II 0 | 1| - | - | -] -] - |- 02|20 - | - 1 /0] 1 0 - | - -
MIX+IGF-II T 0|2 - | - 1 /0] 1 0 - | - | -
MIX+IGF1R 3 0 3 2 1 4 4 0 2 |6 4 4 4 4 0 4 18 | 3] 15 -- -- -
Tabelle B
Gengruppe Relp?lli\lig;ion DNA-Repair | Metabolismus | Ubiquitinierung Wachstum Zelladhasion biclyjsr)?rtl(terilr:a-se traﬁis%télllt-ion Transkription

itz )zt { R R

[%] | [%] [%] | [%] [%] | [%] [%] | [%] [%] [%] | [%] [%] | [%] [%] | [%] [%] | [%]
IGF1R 88 | 13 80|20 | 10 0 7 0 5 0 12 | 25|75 |14 | 64|36 |17 | 12|88 | 42 | 17|83
MIX ”0 3 6733 | 4 0 3 Oi 3 0 0-4”0 0-18 17 |83
IGF-II \T- - - - - | - | - 1 0-| 2 0 0- - ol 25|75 | 3 | 67|33
spez. IGF1R -\0 2 ”0 6 ”0 4 0 3 0 43|57 |10 | 50|50 | 6 | 1783 | 23| 22|78
spez. Mix - - -- - - -- - |- -- - - 1 0 -- - |- -- - |- -- - - - - | -
spez. IGF-II - h - - |- -- - |- - - |- - - - - |- - - |- 1 0 2 0
IGF1R+IGF-II 0 - - - - - - 1 0 2 0 5 o- -- - |- 1 0 1 0 - - -
MIX+IGF-II - |- -- - |- -- - |- 0 0 2 0 -- - |- 1 0 1 0 -- - |-
MIX+IGF1R g 3 6733 | 4 go 0 0= 4 0= 4 go 4 0 18 17|83 - - |-

Tabelle 5: Funktionelle Gruppen und ihre Beeinflussung durch die siRNA-Transfektion

Regulierte Gene werden verschiedenen zellularen Prozessen zugeordnet und so der Einflu der RNA-Inhibierung auf die jeweiligen funktionellen Gruppen
untersucht. In Tabelle A ist die Gesamtzahl () in hoch- (1) und runter- ({) regulierte Gene aufgetrennt. In Tabelle B sind die Gesamtzahl (=) und die prozentualen
Anteile an Induktion (rot unterlegt) und Reduktion (griin unterlegt) dieser funktionellen Gruppe unter den entsprechenden Versuchsbedingungen angegeben.
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AusschlieBlich durch die IGF1R- und die kombinierte Rezeptorinhibierung reguliert wurden
Gene, die mit der DNA-Reparatur und metabolischen Abldufen assoziiert sind. Wéhrend die
Mehrheit der DNA-Reparaturgene in ihrer Expression reduziert wurde, einzige Ausnahme ist
das Gen ATRX, wurden die in den Metabolismus involvierten Gene ohne Ausnahme
runterreguliert. Ebenfalls nur durch die IGFIR- und die kombinierte Rezeptorreduktion
reguliert wurden an der Proteinbiosynthese beteiligte Gene. Wahrend nach der gleichzeitigen
Reduktion beider Rezeptoren die mit der Proteinbiosynthese assoziierten Gene zu 100% in
ihrer Expression reduziert wurden, sind nach der IGF1R-Inhibierung 36% iiberexprimiert.
Alle fiinf dieser iiberexprimierten Gene sind spezifisch durch die Transfektion der IGF1R
siRNA modifiziert. Die wenigen regulierten Gene, denen direkt eine Rolle bei der Apoptose
zugeordnet wurde, sind in ihrer Expression induziert. PPP1R15A (protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 15A) und PDCDG6IP (programmed cell death 6 interacting
protein) sind spezifisch nach der Reduktion des IGFIR, TNFAIPS (tumor necrosis factor,
alpha-induced protein 8) spezifisch nach der IGF-I1-Reduktion verstirkt exprimiert. Ebenfalls
ohne Ausnahme in ihrer mRNA Konzentration erhoht, sind sieben Gene, die an
Ubiquitinierungsprozessen beteiligt sind, wobei nur RNF44 (ring finger protein 44) auch
durch die Ligandenreduktion reguliert wird. Auch Gene, die mit Wachstums- und
Proliferations-Prozessen assoziiert sind (z.B. IGFBP-1, IGFBP-2), sind zu 100% in ihrer
Expression induziert. Aus der mehrheitlich in ihrer Expression induzierten Gruppe der in die
Signaltransduktion involvierten Gene (z.B. son of sevenless homolog 1 (SOS)) sticht ein Gen
heraus. Das an der Aktivierung der MAPK beteiligte C5 (complement component 5), das um
mehr als den Faktor 2 in seiner Konzentration reduziert ist, ist das einzige und ausschlieflich
durch die Liganden-Reduktion regulierte Gen. Die fiir die Zelladhdsion bendtigten Gene (z.B.
CDH6 (Cadherin 6), CDH19 (Cadherin 19)) werden ebenso wie in die Transkription
involvierte Gene und Zellzyklusgene (histone deacetylase 5 (HDACS), TGFB2, cyclin G2
(CCNQG2)) iiberwiegend tiberexprimiert. Gemessen an der Konzentration der mRNA der fiir
die DNA-Replikation verantwortlichen Gene, scheint dieser Prozess reduziert abzulaufen,
denn alle der DNA-Replikation zuzuordnenden Gene sind runterreguliert. Einzige Ausnahme
bildet das in seiner Expression induzierte Gen RBMS1 (RNA binding motif, single stranded
interacting protein 1), welches als einziges durch die IGF-II-Reduktion und zusétzlich durch
die IGF1R-reduktion reguliert ist.
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3.5.4.2. ldentifikation und Validierung durch siRNA-Transfektion spezifisch regulierter
Gene

Neben der Betrachtung komplexer Funktionsgruppen wurden auch einzelne regulierte Gene
gesucht, welche Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in den verschiedenen siRNA-
Inhibierungen belegen konnen. Aus den verschiedenen Schnittmengen (Tabelle 4) wurden
Gene herausgesucht, die direkt mit dem IGF-Signalweg oder Apoptose, Proliferation und
Signaltransduktion assoziiert sind. Aulerdem waren Gene von Interesse, die spezifisch nur
durch eine der verschiedenen siRNA-Transfektionen reguliert wurden. In einer solchen
spezifischen Regulation konnte die Erkldrung fiir die unterschiedliche Wirkungsweise der

verschiedenen Ansitze liegen. Die ausgewéhlten Gene sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Gene Gene IGF-lIlds1 | IGF-llds3 | INSRdsl | IGFIRds3| Rez. Mix | nonsense
Symbol SiRNA

Cyclin A2 CCNA2 0,8 0,7 0,9 0,8 0,8

Cyclin G2 CCNG2 1,2 1,9 0,9 1,4 1,4

insulin-like growth factor binding

protein 1 IGFBP-1 0,9 1,0 1,0 12

complement component 5 C5 0,8 0,9 1,0 0,7

bone morphogenetic protein 4 BMP4 0,9

tumor necrosis factor, alpha-

induced protein 8 TNFAIP8 0,9

mitogen-activated protein kinase 9 | MAPK9

insulin-like growth factor 2

receptor IGF2R
tissue inhibitor of
metalloproteinase 1 TIMP1
tissue inhibitor of
metalloproteinase 2 TIMP2

transforming growth factor, beta 2 | TGFB2

insulin-like growth factor binding
protein 2 IGFBP-2

dickkopf homolog 1 DKK1

Tabelle 6: Auswahl einiger durch die genspezifische siRNA-Transfektion regulierter Gene
Auswahl einiger interessanter Gene aus den verschiedenen Schnittmengen-Analysen, die spezifische
durch eine oder durch verschiedene siRNA-Transfektionen in ihrer Expression reguliert wurden. Die
Regulation der einzelnen Gene nach den verschiedenen Behandlungen ist als x-fache Veranderung
im Vergleich zur Expression in unbehandelten Zellen angegeben. Zur leichteren Orientierung sind
dabei Reduktionen griin, Induktionen rot unterlegt.

Keines der ausgewéhlten Gene wurde durch die Transfektion der INSR siRNA ds1 und der
nonsense siRNA in seiner Expression um mindestens den Faktor +1,5 verdndert. Durch alle
anderen siRNA Transfektionen wurde die mRNA Expression der Gene timp2, tgfb2, IGFBP-2
und dkkl induziert. Mit Ausnahme der kombinierten Rezeptorinhibierung konnte auch ein
Anstieg der TIMP1 mRNA Konzentration im Array nachgewiesen werden.

Unterschiede zwischen der Liganden- und der Rezeptorreduktion zeigten sich zum Beispiel
bei der MAPK9 und der IGF2R Expression. Die Transfektion beider IGF-II-spezifischen
siRNA-Sequenzen fiihrte zu keiner Veridnderung der Genexpression. Durch die kombinierte

Rezeptor- und die alleinige IGF1R-Inhibierung kam es jedoch zur Verringerung der MAPK9
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mRNA und zu einer deutlichen Induktion des IGF2R. Andere Gene wurden spezifisch nur
durch die Reduktion des IGFIR modifiziert. Cyclin A2 wurde um den Faktor 1,5 dezimiert,
wihrend das Cyclin G2 um ca. 100% in seiner Expression gesteigert wurde. AusschlieBlich
nach der kombinierten Transfektion beider Rezeptor-spezifischen siRNAs wurde das IGFBP-
2 induziert. Sowohl die Liganden-Reduktion wie auch die alleinige Inhibierung der beiden
Rezeptoren fiihrten zu keiner Verdnderung des Expressionsprofils. Die IGF-II-Inhibierung
unterschied sich durch sowohl durch die verstirkte wie auch durch die verringerte Expression
verschiedener Gene. Eine Verdopplung der TNFAIP8 mRNA ist ebenso wie die deutlich
gesteigerte Expression der BMP4 mRNA einzigartig fiir die IGF-II-Reduktion. Auch eine
Verringerung der C5 mRNA um 60% ist nur nach der Inhibierung des Liganden zu
beobachten. Das Expressionsprofil einiger ausgewahlter Gene wird in der ,realtime’ PCR
tiberpriift (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Vergleichende Darstellung der in den Array-Analysen und in der ,realtime’ PCR
ermittelten mRNA-Expressionsprofile ausgewéhlter Zielgene

Die relative mRNA Expression von TIMP2 (Abb. A), IGFBP-2 (Abb. B), IGF2R (Abb. C) und MAPK9

(Abb. D) aus der Array-Analyse (dunkle Balken) wurde den in der semiquantitativen PCR (helle

Balken) ermittelten Werten gegenibergestellt. Die Expressionswerte wurden gegen die Expression

unbehandelter Zellen kalibriert. Die Schwelle der +1,5fachen Regulation ist in den Diagrammen als

rote (Induktion) und griine (Reduktion) Linie eingezeichnet.

Die vergleichende Darstellung bestitigte, dass sich zwar das prinzipielle Profil der Expression
nicht unterscheidet, das Ausmal} der Regulation zeigte sich jedoch deutlich stirker in der

,realtime’ PCR. So lag TIMP2 (Abbildung 29A) nicht mehr um den Faktor 2, sondern durch
IGF-II dsl und IGF1R-Inhibierung um das 40fache, durch IGF-II ds3 und die kombinierte
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Rezeptorreduktion immerhin noch um das 10- bzw. 6-fache induziert vor. Auch die
spezifische Verdnderung der MAPK9 (Abbildung 29D) durch die Inhibierung beider
Rezeptoren oder nur des IGF1R zeigte sich in der ,realtime’ PCR mit einer Reduktion um den
Faktor 3,3 im Vergleich zu der 1,6fachen Reduktion laut Array-Analyse in ihrem Ausmal3
verdoppelt. Die Effekte der siRNA-Transfektion auf die IGFBP-2-(Abbildung 29B) wie auch
auf die IGF2R-Expression (Abbildung 29C) wurden prinzipiell bestétigt, traten in der

,realtime’ PCR jedoch deutlicher hervor.

3.6. Kombinationsbehandlung der Tumorzellen: IGF-11-Reduktion mit Celecoxib
oder Cisplatinapplikation

Da die Reduktion des Liganden IGF-II in Huh-7-Zellen nicht nur antiproliferative und
proapoptotische Effekte induzierte, sondern im Vergleich zur Rezeptorreduktion zur
deutlicheren Phosphorylierungsmodifikation der beteiligten Signalwegskomponenten fiihrte,
wurde dieser Ansatz in Kombination mit der Gabe in der Krebstherapie verwendeter
Medikamente getestet.

Zum einen wurden Huh-7-Zellen am Tag nach der Transfektion der IGF-II ds3 siRNA fiir 48
Std. mit dem antineoplastischen Wirkstoff Celecoxib, ein selektiver Cyclooxygenase (COX)-2
Hemmer, behandelt. Celecoxib wird bereits zur Behandlung der familidren adenomatdsen
Polyposis (FAP), einer prikanzerésen Léasion des Kolons, eingesetzt. Aulerdem erfolgte die
Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin, welches durch inter- und
intramolekulare Verbindungen der DNA-Strange die DNA-Replikation inhibiert und durch
Bindung an freie Sul fhydryl-Gruppen des Tubulins dessen partielle Depolymerisierung
bewirkt. Cisplatin wird bei der Therapie hepatozelluldrer Karzinome und anderer solider

Tumore angewandt wird.

3.6.1. Konzentrationskinetik der Wirkstoffe
Da die synergistische Wirkung beider Ansitze {liberpriift werden sollte, wurden zunédchst die

Effekte der Substanzen in Abhangigkeit ihrer Konzentration auf Huh-7-Zellen getestet.

Vor dem Einsatz der Chemotherapeutika wurde der Einflufl der Losungsmittel DMSO und
DMF auf die Zellen getestet. Durch die im Rahmen des Versuches verwendeten
Konzentrationen konnte keine Beeinflussung der Zellvitalitdt nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Celecoxib (Abbildung 30A) zeigte bis zu einer Konzentration von 25uM nach
48 Std. keinen Einfluss auf die Zellvitalitdt. Bei einer Behandlung der Zellen mit einer 50 uM
Celecoxib-Losung wurde die Zellvitalitdt um 10% reduziert, 75 uM und 100 pM Celecoxib
zeigten mit einer Vitalititsreduktion um 34% bzw. 40% deutlich stirkere Effekte. Bei der
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Inkubation der Zellen mit 200 uM des COX-2 Hemmers lag die Vitalitdt nach 48 Std. bei nur
noch 25%.
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Abbildung 30: Einflu3 der Celecoxib- und Cisplatinkonzentration auf die Vitalitat von Huh-7
Huh-7-Zellen wurden mit Celecoxib in einem Konzentrationsspektrum von 1 uM bis 200 uM fiir 48 Std.
inkubiert (Abb. A). Cisplatin wurde in einem Bereich von 333 uM bis 64 mM Uber denselben Zeitraum
getestet. Die Vitalitat der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt, als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen.

Die 48-stiindige Behandlung der Zellen mit 1,6 mM Cisplatin bewirkte eine Reduktion der
Zellvitalitit um 5%, eine Gabe von 3,2 mM lie} die Vitalitit auf 88% sinken. Bei einer
Konzentration von 5 pg/ml (16 mM), die zu einer ~30%igen Reduktion stoffwechselaktiver
Zellen fiihrte, schien der maximale Effekt auf die Zellvitalitit erreicht, es konnte durch eine
weitere Steigerung der Konzentration keine verstirkte Beeintrachtigung der Zellvitalitit
hervorgerufen werden (Abbildung 30B).

Da in den folgenden Experimenten die kombinierte Wirksamkeit der IGF-II-Inhibierung mit
der Wirkstoffbehandlung ermittelt werden sollte, wurden Konzentrationen der Medikamente

gewdhlt, bei denen noch kein massiver vitalititsreduzierender Effekt beobachtet werden

konnte (Cisplatin 1,6 mM, Celecoxib 60 uM).

3.6.2. Kombination der IGF-11-Reduktion mit der Wirkstoffapplikation
Die Zellen wurden initial mit siRNA IGF-II ds3 transfiziert. Nach weiteren 24 Std. begann die

Behandlung mit dem jeweiligen Medikament (1,6 mM Cisplatin, 60 uM Celecoxib).
Abweichend von den bisher gezeigten Vitalititsbestimmungen wurde der MTT-Test in
diesem Experiment bereits an Tag 3 nach der Inhibierung durchgefiihrt, damit die Behandlung
des Chemotherapeutikums fiir 48 h zum Zeitpunkt der maximalen mRNA-Reduktion erfolgen
konnte. Als Kontrollen dienten neben unbehandelten Zellen auch Zellen, die nur mit siRNA
IGF-II ds3 transfiziert, nur mit der entsprechenden Wirkstoftkonzentration behandelt oder mit
nonsense siRNA transfiziert und mit der entsprechenden Wirkstoffkonzentration behandelt
wurden (Abbildung 31).

Die Behandlung der IGF-II ds3 siRNA transfizierten Zellen mit dem selektiven COX-2

Inhibitor zeigte superadditive Effekte, im Vergleich zu allen Kontrollen kam es zu einer
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hochsignifikanten Reduktion der Vitalitit (p=9,08 x 107, Abbildung 31A). Da die
Transfektion der IGF-1I-spezifischen siRNA allein eine Vitalitdtsreduktion um 6% bewirkte
und die Celecoxibgabe einen Verlust vitaler Zellen von 29% erzeugte, lag der Wert der

Kombinationsbehandlung mit einer Vitalititsreduktion um 51% iiber der Summe der

Einzeleffekte.
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Abbildung 31: Vitalitatsreduktion durch kombinierte siRNA- und Wirkstoffgabe

Am Tag nach der Inhibierung wurde die 48stiindige Behandlung mit 50 uM Celecoxib (Abb. A) und
1,6 mM Cisplatin (Abb. B) begonnen. Im MTT-Test wurden die Effekte der kombinierten IGF-II-
spezifischen siRNA Transfektion plus Wirkstoffgabe (heller Balken) im Vergleich zu den
verschiedenen Kontrollen (dunkle Balken) untersucht.

Die Kombinationsbehandlung der Zellen mit Cisplatin und IGF-II-Inhibierung fiihrte zu
keiner biologisch relevanten Beeinflussung der Zellvitalitdt (Abbildung 31B). Im Vergleich
zu der Summe der Einzeleffekte (Cisplatinbehandlung -5%, IGF-II ds3 Transfektion -6%)
konnte keine weitere Reduktion der Zellvitalitdt nachgewiesen werden, die Restvitalitdt im

Vergleich zu unbehandelten Zellen lag bei 90%.

3.6.3. Auswirkung von Celecoxib auf die IGF1R- und INSR-Expression
Auler der Kombinationsbehandlung wurde auch die Auswirkung der Celecoxib-Applikation

auf die Expression des INSR und des IGF1R in Huh-7-Zellen analysiert. Nach 24stiindiger
Behandlung der Zellen mit 100 uM Celecoxib wurden Gesamtproteinfraktionen isoliert und
auf die INSR und IGF1R-Konzentration hin untersucht. Die Western Blot Analyse zeigte eine

Reduktion sowohl des IGF1R wie auch des INSR im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
(Abbildung 32).

INSR & “—85kD Abbildung 32: Rezeptorexpression in Huh-7 nach

Celecoxibbehandlung
IGFIR R -— Nach einer 24stiindigen Behandlung der Zellen mit 100
83 kD uM Celecoxib wurde die Konzentration des IGFIR und

des INSR im Western Blot untersucht.
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4. Diskussion

Obwohl das HCC eines der hiufigsten humanen Malignome ist, existiert bis jetzt keine
suffiziente Therapiemdglichkeit. Der Tumor spricht nicht auf géngige Chemotherapeutika an
und operative Verfahren wie Leberteilresektion und Lebertransplantation sind nur bei 5%
aller Patienten mdglich. Da eine Subgruppe der HCCs durch eine starke Uberexpression des
Wachstumsfaktors IGF-II, der Proliferation, Antiapoptose und Zelldifferenzierung in Zellen
epithelialen Ursprungs vermitteln kann, charakterisiert ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit
die Relevanz und Funktion der Rezeptoren und des Liganden fiir die Signaltransduktion in der
Hepatokarzinogenese untersucht. Ziel der Arbeit war es, durch genspezifische RNA-
Inhibierung mittels RNAinterference einzelne Komponenten des IGF-Signalweges
auszuschalten, und anhand der Analyse der biologischen Effekte mogliche therapeutische

Zielstrukturen innerhalb dieses Signalweges zu identifizieren.

4.1. Methodische Aspekte der mRNA-Inhibierung
In beiden HCC-Zelllinien (Huh-7, Hep3B) konnte durch die Transfektion von genspezifischen

siRNAs eine signifikante Reduktion der mRNA Konzentration erzielt werden; diese fiihrte bei
der Inhibierung der Rezeptoren zu einem deutlichen Verlust des Proteins. Aufgrund
mangelnder Sensitivitdt der zur Verfiigung stehenden Nachweismethoden (z.B. Western Blot
Analysen, IGF-II-spezifischer ELISA) war eine Quantifizierung des sezernierten IGF-II-
Proteins in den Zellkulturiiberstinden nicht moglich. Jedoch fiihrten nicht alle getesteten
siRNAs zu einer nahezu vollstindigen Inhibierung. Im Falle der INSR ds3 siRNA konnte
keine Reduktion der mRNA detektiert werden, obwohl sie nach den gleichen
bioinformatischen Kriterien ausgewahlt wurde (2.1.4.3). Dieses Phdnomen wurde auch schon
von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (178, 179). In Abhingigkeit von der siRNA-
Sequenz kommt es, unter anderem beeinflusst von der Sekundirstruktur der mRNA im
Sequenzbereich der jeweiligen siRNA, zu einem unterschiedlich stark ausgeprigten
,Silencing’. Trotz der inzwischen erheblich verbesserten Selektionskriterien fiir siRNAs kann
ihre Inhibierungseffizienz nicht vorhergesagt werden. Daher ist es nach wie vor unerldsslich,
verschiedene siRNAs hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu testen, um die jeweils optimale
Sequenz fiir das zu inhibierende Gen zu finden.

Ein weiteres Problem ist die mogliche Induktion einer unspezifischen Interferon-Antwort
durch das Einbringen doppelstringiger RNA-Molekiile (180). Im Gegensatz zu niederen

Eukaryoten, bei denen eine solche Reaktion bisher nicht beobachtet werden konnte, reagieren
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Saugetierzellen auf dsSRNA-Molekiile mit einer Linge von mehr als 30 Basenpaaren mit einer
Interferon-assoziierten Abwehrreaktion. Es wird versucht, das Auftreten dieser unspezifischen
Immunantwort durch das Einbringen kurzer siRNAs zu verhindern, dennoch wurde in
Einzelfillen eine Aktivierung Interferon-regulierter Gene beobachtet (z.B. OAS-2 und -3,
Statl, PKR (interferon-inducedable double-stranded RNA-activated Protein Kinase)) (157,
159). Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese unspezifische Antwort aufgrund fehlender
Aktivierung der OAS-2-Expression und der Statl-Phosphorylierung mit der gebotenen
Sicherheit ausgeschlossen werden. Fiir dieses Modellsystem wurde also davon ausgegangen,
dass die durch die siRNA-Transfektion induzierten Effekte nicht durch eine Induktion der

Interferon-Antwort beeinflusst wurden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die mogliche unspezifische Inhibierung einer siRNA (,0ff-
target’ Effekt). So regulierte die nonsense siRNA, fiir die keine komplementire Sequenz auf
cDNA und auf genomischer Ebene gefunden wurde, zahlreiche Gene in den Array-
Expressionsanalysen. Dass es sich nicht um prinzipielle Nebeneffekte der siRNA
Transfektion handelt, verdeutlicht die Regulation von nur 16 Genen nach INSR-Inhibierung
im Vergleich zu 404 regulierten Genen nach nonsense siRNA Transfektion. Es erwichst
somit die Frage, in welchem Umfang diese ,0ff-target’ Effekte bei den Kontrollen (nonsense
siRNA) und den genspezifischen Inhibierungen zu erwarten sind und wie man diese in den
folgenden Analysen beriicksichtigt.

Widerspriichliche publizierte Daten belegen, dass die Diskordanz eines einzelnen
Basenpaares zwischen siRNA und mRNA die Spaltung der mRNA verhindern kann (181,
182), wéhrend in anderen Publikationen auch eine effiziente Inhibierung trotz 1-2
unterschiedlichen Basenpaaren beschrieben wurde (183). Neuere Erkenntnisse weisen jedoch
darauf hin, dass noch geringere Ubereinstimmungen zwischen siRNA und mRNA zu einer
mRNA-Degradation oder Inhibierung der Proteintranslation fithren kdnnen. Der Grad der
Sequenzhomologie ist dabei, ausgenommen bei vollstindiger Ubereinstimmung, nicht
ausschlaggebend fiir eine Degradation der mRNA. Dabei gestaltet sich die Prognose der ,0ff-
target’-Effekte jedoch schwierig, denn die in silico identifizierte Anzahl moglicher ,off-
target’-Gene tbertrifft die letztendlich regulierte Anzahl deutlich (184). Ferner belegen
Studien, dass nur geringe Unterschiede zwischen siRNAs zu teilweise. gegensitzlichen
Effekten auf Expressionsebene von Genen fiihren, die nicht das primdre Ziel der siRNA
darstellen und zu diesem keine funktionelle Verbindung oder Sequenzhomologie aufweisen

(179).
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Eine Moglichkeit, die unspezifischen und unvorhersehbaren Effekte in der Betrachtung und
Auswertung der Array-Analysen zu beriicksichtigen, ist, wie in dieser Arbeit praktiziert, die
Verwendung verschiedener zu einem Zielgen homologen siRNAs und die *Subtraktion’ der
durch die verwendete nonsense siRNA entstandenen Effekte. In Anbetracht der neuesten
Erkenntnisse liber die Methode der RNAI, miissen die so generierten Ergebnisse jedoch

zusétzlich mit einer unabhéngigen Methode oder einer funktioneller Analyse bestitigt werden.

4.2.  Auswirkungen der Inhibierungen auf Vitalitat, Proliferation und Apoptose
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte sowohl durch die IGF-II- wie auch durch die

IGF1R-Inhibierung und die gleichzeitige Inhibierung beider Rezeptoren eine signifikante
Reduktion der Vitalitit und der Proliferation wie auch eine Apoptoseinduktion in HCC-Zellen
erzielt werden. Diese Ergebnisse und bereits publizierte Daten mit antisense Oligonukleotiden
stehen im Widerspruch zu zuvor durchgefiihrte Inhibierungsversuche in Huh-7 und Hep3B-
Zellen mit neutralisierenden Antikorpern. Hier konnten durch Antikorper gegen IGF-II und
IGF1R weder eine Apoptoseinduktion noch antiproliferative Effekte erzielt werden (185). Die
Degradation der mRNA ist somit wahrscheinlich augfrund der hohen Inhibierungseffizienz

der sterischen Inhibierung durch neutralisierende Antikorper iiberlegen.

IGF-I1-Inhibierung

Ein der RNAI &hnlicher Ansatz, die IGF-II-Reduktion mittels antisense Oligonukleotiden,
fiihrte ebenfalls zu einer reduzierten Proliferation in HCC-Zellen und ist mit den vorliegenden
Ergebnissen kongruent (122). Auch in verschiedenen Prostatatumorzelllinien konnte durch
die transiente retrovirale Expression von IGF-II-spezifischen Ribozymen eine durch IGF-II-
Reduktion vermittelte Induktion der Apoptose und Reduktion des Zellwachstum
nachgewiesen werden (186). Diese Ergebnisse lieBen sich im Tiermodell bestitigen. In einem
Xenograft-Mausmodell (Hep3B-Zellen wurden in Mauslebern transplantiert) fiihrte das
Einbringen eines zur IGF-II Promotorregion 4 komplementiren methylierten Oligonukleotids
zu einer drastischen IGF-II-Reduktion. Diese Reduktion war mit signifikant geringerem
Wachstum der Lebertumoren verbunden und korrelierte mit einer besseren Uberlebensrate der
Mause (187).

In den hier durchgefiihrten Experimenten bewirkte sowohl in Huh-7- wie auch in Hep3B-
Zellen die IGF-II siRNA dsl im Vergleich zur siRNA ds3 eine stirkere Reduktion der
Proliferation, wahrend IGF-II ds3 in beiden Zelllinien zu einer deutlicheren Induktion der

Apoptose filihrte. Diese zunichst widerspriichlich erscheinenden Effekte der beiden IGF-II-
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spezifischen siRNAs mogen auf der komplexen Expressionregulation des IGF-II-Gens
beruhen. IGF-II wird entwicklungs- und gewebsabhidngig von insgesamt vier verschiedenen
Promotoren exprimiert. In Huh7- und Hep3B-Zellen wurden ein 4,8 kb und ein 6 kb grof3es
Transkript nachgewiesen (131), welche von den Promotoren P3 (6 kb) und P4 (4,8 kb)
transkribiert werden (188). Beide IGF-II-spezifischen siRNAs sind komplementir zu
Bereichen, die in beiden Transkriptvarianten vorhanden sind. Allerdings kdnnen verschiedene
siRNAs trotz vollstindiger Sequenzhomologie der Sequenzen zu einer unterschiedlich
effizienten Reduktion der mRNA-Konzentration fithren (179). Daher ist es denkbar, dass eine
der beiden siRNAs zu einer selektiven Sekundirstruktur-abhingigen Degradation der
Transkripte flihrt. Da P3-generierte Transkripte liberwiegend in proliferierenden Zellen
nachweisbar sind und P4-abhingige Transkripte mit einer konstitutiven IGF-II-Expression
assoziiert sind (189), konnte ein selektiver Abbau der unterschiedlichen Transkripte die

beobachteten biologischen Effekte erkldren.

Rezeptorinhibierung

Die Daten der vorliegenden Arbeit, welche eine signifikante Apoptoseinduktion wie auch eine
Reduktion der Tumorzellvitalitdt und der Proliferation durch die IGF1R- und die kombinierte
INSR/IGF1R-Reduktion belegen, werden durch andere Arbeiten bestdtigt. Einen signifikanten
Anstieg der Apoptose durch IGF1R-Reduktion konnte in verschiedenen Prostata-Zelllinien
nach RNAI nachgewiesen werden (190). Ferner konnte gezeigt werden, dass der IGFIR
antiapoptotische (191) und proproliferative (192) Eigenschaften vermittelt.

Die Nutzung des IGFIR als signaltransduzierenden Rezeptor durch weitere Liganden (z.B.
IGF-I) konnte ursichlich fiir die drastischen biologischen Effekte (Proliferationsreduktion)
nach IGF1R-Inhibierung im Vergleich zur spezifischen IGF-II-Inhibierung sein (96, 190).
Dass eine solche Stimulation durch andere Liganden in diesem HCC-Modellsystem erfolgen
kann, wird durch den Expressionsnachweis von IGF-I in Hep3B-Zellen und in Huh-7-Zellen
bestitigt (193). Eine Blockade des IGF1R unterbindet die IGF-I-vermittelten biologischen
Effekte vollstindig, denn im Gegensatz zu IGF-II bindet IGF-I nicht an den INSR, sondern
exklusiv an den IGFIR (96, 194).

Die hier vorgestellten Daten und publizierten Ergebnisse legen nahe, dass IGF-II in vitro wie
auch in vivo antiapoptotisch und proproliferativ auf verschiedene HCC-Zellen wirkt. Diese
Effekte werden zumindest durch den IGF1R-vermittelt, der jedoch auch gegeniiber anderen

Wachstumsfaktoren responsiv ist. Eine Inhibierung dieses Rezeptors wiirde somit auch immer
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die biologischen Effekte anderer Liganden, und nicht nur von IGF-II, maBgeblich

beeinflussen.

4.3.  Auswirkungen der Inhibierungen auf intrazellulare Signaltransduktionsmolekiile
Die IGF-II-Inhibierung fiihrte in Huh-7-Zellen im Vergleich zu den Hep3B-Zellen zu einer

deutlicheren Verdnderung des Phosphorylierungsstatus der analysierten Signalmolekiile
AKT/PKB, Src, ERK und Pax. In den funktionellen Analysen hingegen konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien festgestellt werden, weder bei der
Apoptoseinduktion noch der Proliferationsreduktion. Eine mdgliche Ursache fiir diese
Diskrepanz zwischen den HCC-Zelllinien stellt die hohere IGF-II-Produktion der Hep3B-
Zellen dar (mRNA-Konzentration in der ,realtime’ PCR ca. 5x mehr als in Huh-7). Eine
Inhibierung in Hep3B-Zellen konnte somit zu einer weniger deutlichen Abnahme des
Liganden fithren, die verbleibende IGF-II-Menge konnte die Stimulation der
zytoplasmatischen Signalmolekiile im Vergleich zu den Kontrollen erkléren. Dies wiirde auch
die relativ effiziente Phophorylierungsmodifikation der Rezeptorinhibierungen im Vergleich
zu den IGF-II-Reduktionen erkldren; bei hoher IGF-II-Konzentration stellt die Anzahl der
Rezeptoren den limitierenden Faktor dar (195). Ferner besteht die Moglichkeit, dass den
untersuchten Signalmolekiilen in Hep3B-Zellen nicht die zentrale Rolle bei der Vermittlung
der IGF-II-induzierten Effekte zukommt wie in den Huh-7-Zellen. Es konnten andere, nicht
ndher untersuchte Kinasen in ihrer Aktivitit modifiziert werden und so zu den funktionellen

Effekten fuhren.

4.3.1. INSR und IGF1R, beide Rezeptoren vermitteln IGF-11 induzierte Effekte
ERK und AKT/PKB, die im Rahmen des IGF-II-Signalweges proliferative bzw.

antiapoptotische Effekte vermitteln, wurden auch durch die kombinierte, jedoch nicht durch
die alleinige Reduktion einer der beiden Rezeptoren hinsichtlich ihrer Phosphorylierung
beeinflusst. Eine mogliche Erkldrung fiir die deutlicheren Effekte nach kombinierter
Rezeptorreduktion ist eine alternative Signaltransduktion des IGF-II sowohl iiber den IGF1R
wie auch iiber den INSR. Der INSR konnte somit den Ausfall des IGFIR hinsichtlich der
IGF-II-vermittelten Effekte kompensieren, denn obwohl die alleinige Reduktion des INSR
keine funktionellen Auswirkungen hat, fiihrt seine Reduktion zusammen mit der Inhibierung
des IGFIR zur deutlichsten Verdnderung des Phosphorylierungszustandes der
Signalmolekiile. Lange Zeit wurde angenommen, dass IGF-II nur mit sehr geringer Affinitat
an den INSR bindet und es sich bei diesem Rezeptor nicht um einen funktionellen IGF-II-

Rezeptor mit biologischer Relevanz handelt. Frasca et al. gelang es jedoch nachzuweisen,

80



Diskussion

dass die INSR Isoform A, im Gegensatz zur Isoform B, IGF-II mit einer der IGF1R-Bindung
vergleichbaren Affinitdt bindet (96). Die Aktivierung dieses Rezeptors durch Insulin
vermittelt iberwiegend metabolische Effekte, wihrend durch die IGF-II-Bindung mitogene
Effekte induziert werden (96, 196). In vitro konnte eine Aktivierung sowohl des PI3K wie
auch des ERK Signalweges durch die IGF-II-Bindung an die INSR Isoform A bestitigt
werden (197).

Dieser Sachverhalt wird durch in vivo Daten im knock-out Tiermodell unterstiitzt. Tiere mit
einem defekten IGF-II-Gen wiesen eine deutlich stirkere Wachstumsretardierung auf als
Tiere mit fehlendem IGFIR (198). Weitere Studien zeigten, dass der IGF-II knock-out
Phéntotyp dem doppelt mutanter Mause, ohne INSR- und IGF1R-Expression, entsprach, was
die Hypothese bestitigt, dass die Isoform A des INSR einen alternativen funktionellen IGF-II-
Rezeptor darstellt (194).

Wenn ausschlieBlich der IGFIR und der INSR die fiir die IGF-II-vermittelten Effekte
verantworlichen Rezeptoren sind, sollten die Auswirkungen auf die Zelle nach kombinierter
Rezeptorreduktion mit den Auswirkungen der Ligandenreduktion vergleichbar sein. Die
durch die IGF-II-Inhibierung erzielte Dephosphorylierung in Huh-7-Zellen ist jedoch
deutlicher als nach kombinierter Rezeptorreduktion. Eine Erkldrung fiir diesen Sachverhalt
mag sein, dass auch nach kombinierter Rezeptorinhibierung noch geringe Mengen INSR oder
IGFIR existieren. Dies konnte auf eine konzentrationsabhidngige Wirkung der siRNA
hinweisen, denn die kombinierte Rezeptorinhibierung wurde nur mit halber Menge der
einzelnen siRNA (IGF1R ds3 und INSR ds1) durchgefiihrt, um die Gesamtkonzentration an
siRNA-Molekiilen nicht zu erhdhen (Vermeidung eines Interferon-Effektes). Obwohl im
Western Blot keine Signale fiir den INSR und den IGF1R nach kombinierter Inhibierung zu
detektieren waren, konnten geringste residuale Mengen dennoch zu einer Signalweiterleitung
beitragen. Eine weitere Erkdrung fiir den deutlicheren Einfluss nach alleiniger IGF-II-
Inhibierung ist die Existenz eines weiteren Rezeptors oder IGF-II-assoziierten Signalweges.
In diesem Fall wiére eine gleichzeitige Reduktion des INSR und des IGFIR fiir eine
vollstindige Blockade der IGF-II-vermittelten Effekte nicht ausreichend. Diese Hypothese
wird durch kiirzlich publizierte Daten gestiitzt. Cadoret und Kollegen konnten in einem
Mausmodell zeigen, dass die c-myc induzierte Hepatokarzinogenese, die mit einer massiven
IGF-II-Produktion assoziiert ist, nicht der Expression des IGF1R bedarf. Alle c-myc
liberexprimierenden Méuse entwickelten unabhingig von ihrem IGF1R-Status im gleichen
Zeitraum Lebertumore, so dass die Existenz eines alternativen Rezeptors fiir die IGF-II-

Signaltransduktion diskutiert wird, da in allen Tumoren eine Erhdhung von IRS1 und IRS2
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dokumentiert wurde (199). Das zunichst erwartete Ausweichen auf den INSR Isoform A
konnte nachweislich allerdings nicht erfolgen, da in den Tieren keine Expression dieser
Spilcevariante des INSR nachgewiesen werden konnte. Die potentielle Existenz eines
weiteren IGF-II-Rezeptors wird jedoch kritisch diskutiert, denn der Phénotyp des
INSR/IGF1R doppelt knock-out Modells entspricht dem der IGF-II knock-out Tiere und
wiirde somit gegen einen solchen alternativen Signalweg sprechen (194).

Unabhéngig von der offenen Frage, ob es neben INSR und IGFIR einen weiteren IGF-II-
bindenden Rezeptor mit vergleichbarer Funktion gibt, kann anhand der vorliegenden Daten
geschlossen werden, dass nicht der IGFIR allein fiir die Vermittlung der IGF-II-induzierten
Effekte in HCC-Zellen verantwortlich ist. Der INSR ermdglicht eine alternative, IGF1R-

unabhingige Signaltransduktion, die zur Stimulation gleicher Effektoren fiihrt.

4.3.2. Auswirkungen der IGF-Achsen-Inhibierung auf die Adhésion
Paxillin (Pax) ist ein Adapterprotein, das selbst keine katalytische Funktion, aber

verschiedene Proteinbindemotive besitzt. Es ist hdufig mit dem Protein ,Focal Adhesion
Kinase’ (FAK) assoziiert und in die Organisation und Funktion fokaler Adhédsion involviert.
Eine Dephosphorylierung von Pax weist auf einen Verlust der Zelladhdsion hin (195) und ist
durch die IGF-II-vermittelte Signaltransduktion bzw. eine gesteigerte Phosphorylierung nach
gezielter IGF-1I-Inhibierung bis jetzt noch nicht beschrieben worden. Allerdings konnte in der
epithelialen Brustkrebs-Zelllinie MCF7 eine Dephosphorylierung von FAK und den
assoziierten Proteinen Cas (Crk-associated substrate) und Pax nach IGF-I-Stimulierung
nachgewiesen werden (195). Parallel zur Dephosphorylierung von Pax kommt es in vitro zu
einem Abbau der Aktinfilamente, zu einem Verlust der Pax-Lokalisation an fokalen
Adhisionspunkten und einem Auflosen der Monolayer-Struktur. Diese Daten deuten auf eine
zentrale Rolle des Pax in Verbindung mit der IGF-Signaltransduktion bei der Zelladhision hin
(200).

Die Tyrosinkinase Src wird in Huh-7-Zellen durch die IGF1R- und die kombinierte
IGF1R/INSR-Inhibierung ebenso wie durch die IGF-II-Inhibierung massiv dephosphoryliert
und auch die Reduktion des INSR reduziert die Phosphorylierung deutlich. Wie auch Paxillin
ist Src an der Zelladhésion beteiligt. In Kolonkrebs-Zelllinien konnte eine Reduktion der Zell-
Zell-Kontakte durch konstitutiv aktives Src nachgewiesen werden; als Grund hierfiir wird die
mit Src-Aktivitidt assoziierte verringerte Oberflichenprisenz des Proteins E-cadherin

diskutiert (201). Ubereinstimmend mit diesen Daten, konnte in Kolonkarzinomen mit
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erhohtem Metastasierungspotential eine erhohte Src-Kinase-Aktivitit nachgewiesen werden
(202).

Die aufgrund der Phosphorylierungsmodifikation der zytoplasmatischen Signalmolekiile Pax
und Src generierte Hypothese, dass die IGF-II-vermittelte Signaltransduktion deutlichen
Einfluss auf die Zelladhdsion und damit ggf. auf die Invasion und Metastasierung ausiibt, wird
durch die Expressions-Daten untermauert. Sowohl die IGF-II-Inhibierung wie auch die
IGF1R- und die kombinierte Rezeptorinhibierung resultieren in einer vermehrten Expression
Adhésions-assoziierter Molekiile (E-cadherin, Cadherin 6, Protocadherin 17, Desmoglein2).
Neben den in Verbindung mit Pax und Src beschriebenen Zusammenhéngen, gibt es weitere
Arbeiten, die einen potentiellen Einfluss der IGF-Signaltransduktion auf die Zelladhésion
nahe legen. Durch die Bindung an den intrazelluldren Teil verschiedener Cadherine vernetzt
B-catenin diese liber ai-catenin mit dem Aktin-Zytoskelett (203); dieser Proteinkomplex wird
durch die IGF1R-induzierte Phosphorylierung der Cadherin-assoziierten Catenine zerstort
(204). Dieses hdufig bei der malignen Transformation zu beobachtende Phinomen, fiihrt zu
einer verminderten Zell-Zell-Adhésion, verursacht durch die Relokalisation des Cadherins ins
Zytoplasma (205).

Diese Arbeiten festigen die These, dass die Inhibierung der IGF-Signaltransduktion die
Adhision von Tumorzellen beeinflussen kann und somit Invasions- und Migrationsféhigkeit
von HCC-Zellen reduzieren kann. Um die Beteiligung der IGF-Achse an der Migration der

Huh-7-Zellen nachzuweisen, miissen noch weitere funktionelle Tests erfolgen.

4.4.  Auswirkung der Inhibierungen auf die Genexpression

4.4.1. Modifikation zellularer Funktionsgruppen
Im Gegensatz zur Verdnderung Adhésions-assoziierter Molekiile, die nach IGF-II, IGF1R-

wie auch nach kombinierter Rezeptorinhibierung beobachtet werden konnte, zeigten sich bei
anderen zelluldren Funktionsgruppen bereits bei der Expressions-Analyse Unterschiede
zwischen der Liganden- und der Rezeptorinhibierung (Tabelle 5, Abbildung 33).

Die Reduktion des IGFIR oder beider Rezeptoren fiihrte zu einer ausnahmslos verringerten
Expression der an metabolischen Prozessen beteiligten Gene und einer iiberwiegenden
Reduktion der in die Proteinbiosynthese involvierten Gene, wihrend die IGF-II-Inhibierung
auf diese Abldufe keinen Einfluss zeigte. Auch die vorwiegend supprimierende Wirkung
durch die Rezeptorinhibierung auf die Expression der in die DNA-Reparatur involvierten
Gene war nicht nach Reduktion des Liganden zu beobachten. Diese differentielle

Modifikation zelluldrer Prozesse nach siRNA-Inhibierung weist darauf hin, dass iiber die
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Rezeptoren weitere, IGF-II-unabhingige Effekte vermittelt werden. Auch hier koénnen
alternative Liganden (z.B. IGF-I) die Faktoren darstellen, welche durch Bindung an den

IGF1R die fiir die IGF-II-Inhibierung nicht zu beobachtbaren Effekte vermitteln.

Inhiblerung IGF-I Rez. Mix IGF1R

/TN

@ & @ o &
o O

T

Reparatur
==
biosynthese

() Nach Inbihierung reguliertes Gen (grivn reduziert, rot induriet)
(] Mush Inkibierung rgulierber Process (grén: medaziest, ret induziert)

Abbildung 33: Auswahl regulierter zellularer Funktionsgruppen und tumorrelevanter Gene

Die Funktionsgruppen und tumorrelevanten Gene sind den Inhibierungen zugeordnet, durch die sie
modifiziert wurden (Induktion rot, Reduktion griin). Die INSR-Inhibierung beeinflusst keine relevanten
Gene oder Prozesse.

Die geringe Anzahl der regulierten Apoptose-assoziierten Gene, die ausnahmslos in ihrer
Expression stimuliert vorlagen, ldsst vermuten, dass die Apoptose-Regulation durch
differentielle Genexpression in dem beobachteten Zeitfenster keine zentrale Funktion
einnimmt. Dariiber hinaus ist bekannt, dass die Aktivierung zahlreicher proapoptotischer
Mechanismen nicht auf transkriptioneller Ebene, sondern iiber die proteolytische Spaltung

Apoptose-relevanter Poteine erfolgt, die im Expressionprofil nicht nachweisbar ist.

4.4.2. Modulation potentiell tumorrelevanter Gene
Sowohl durch die IGF-II-Inhibierung wie auch die IGFIR- und kombinierte

Rezeptorreduktion wurden unter anderem Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 und 2
(TIMP1 und TIMP2), Transforming Growth Factor (TGF)B2, IGF-Binding Protein (IGFBP)-
2 und Dickkopf (DKK)1 in ihrer Expression induziert. Nach IGF1R- und/oder kombinierter
Rezeptorinhibierung wurden unter anderem IGFBP-1, Mitogen-activated Protein Kinase 9
(MAPKDY), IGF Rezeptor Typ 2 (IGF2R), Cyclin A2 und Cyclin G2 differentiell exprimiert,
wihrend die Regulation von Bone Morphogenic Protein (BMP4), Tumor Necrosis Factor
alpha-induced Protein (TNFAIP)8 und Complement Component (C5) exklusiv nach IGF-II-
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Inhibierung erfolgte (zusammengefasst in Tabelle 6 und Abbildung 33). Einige der regulierten
Gene sind Bestandteil des IGF-II Signalweges, weitere regulierte Gene beeinflussen
Apoptose- und  Proliferations-assoziierte =~ Signalwege  oder  kontrollieren  die
Zellzyklusregulation.

Nachfolgend wird die Bedeutung und Funktion ausgewahlter Gene innerhalb der IGF-Achse

im Rahmen der Hepatokarzinogenese erdrtert. Eine Ubersicht iiber Funktion und

Interaktionen aller Gene bieten Tabelle 7 und Abbildung 34.

Gen Interaktion/Regulation Literatur
TGFB, IGFBP-1, IGFBP-
5 Induktion von IGFBP durch TGFf (206, 207)
TGFB, TIMP1 TGFB erhoht die TIMP1-Expression (208)
DKK 1, BMP4 Korrelation zwischen BMP4-induzierter Apoptose und | (209)
DKK1 Expression in Mausembryonen
DKK1 inhibiert die WNT2-induzierte Proliferation und verhindert | (210, 211)
die B-catenin Akkumulation im Kern
Cyclin A2 Zellzyklusregulator, Kontrolle der DNA-Replikation (212)
) Uberexpression supprimiert die Proliferation; (213-215)
Cyclin G2 Zielgen fiir FOXO Transkriptionsfaktoren, iiber PI3K
reguliert
TIMPs inhibieren IGFBP-degradierende MMPs und | (121, 216,
TIMP1, TIMP2 verhindern so die Erhdhung der IGF-Bioverfiigbarkeit; 217)
reduzieren Metastasierung durch Inhibierung der MMPs
vermittelt membranstindig die IGF-1I-Degradation; (188, 218,
IGF2R 16sliche Form supprimiert die IGF-IlI-induzierte DNA- | 219)
Synthese
TNFAIPS mit MMP1-, MMP9- und VEGFR2 Expression assoziiert, | (220)
wirkt antiapoptotisch und onkogen
INK2 (codiert durch degradiert c-jun und verhindert die Zellzyklusprogression (221,222)
MAPKO9) und Proliferation
Ligand des TGFB Signalwegs, reguliert so in Zellzyklus | (223-225)
BMP4 und Apoptose involvierte Gene, welche Zellzyklusarrest
oder Apoptose vermitteln
reduzieren durch Bindung der IGFs ihre Bioverfiigbarkeit | (226),(87,
und wirken daher antiproliferativ; 123, 227-
IGFBP-1, IGFBP-2 liegen im HCC reduziert vor; 230)
besitzen ein RGD-Bindungsmotiv und stimulieren durch
Bindung an den osPIntegrin-Rezeptor Migration und
Metastasierung und fithren zum Verlust der Zelladhision
induziert Migration {iber ERK und PI3K Aktivierung; (231),
&) fiihrt zu einer verzogerten Apoptose; (232-235)
in Leberfibrose und Leberregeneration involviert

Tabelle 7: Zusammenfassung funktioneller und mechanistischer Aspekte einer Auswahl nach
Inhibierung dysregulierter Gene
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Einfluss der Inhibierungen auf andere Signalwege und zelluléare Kontrollmechanismen

BMP4 und TGFB, beides Liganden des TGFB-Signalweges, iiben ebenso wie DKKI1, ein
sekretierter Inhibitor des Wnt-Signalweges, Einfluss auf andere Signalwege aus und wirken
durch die Induktion antiproliferativer Prozesse antitumorigen. Ebenfalls antitumorigene
Effekte konnen durch eine verdnderte Expression von Zellzyklusregulatoren erzielt werden.
Die exklusive Regulation des Cyclin A2 und des Cyclin G2 nach der Inhibierung des IGFIR
weist auf biologische Effekte hin, die zwar iiber den IGFIR vermittelt, jedoch nicht durch
IGF-II induziert werden. Das reduzierte Cyclin A2 ist ein proproliferativ wirkender
Zellzyklusregulator und spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der DNA-Replikation
(212). Im Gegensatz dazu wirkt Cyclin G2, ein mogliches Zielgen der FOXO-
Transkriptionsfaktoren (215), antiproliferativ.

Die funktionelle Zuordnung der regulierten Gene 1d6t darauf schlieBen, dass nach Inhibierung

der IGF-Achse tiberwiegend antiproliferative und proapoptotische Auswirkungen besitzt.

Einfluss der Inhibierung auf die Autoregulation des IGF-Signalweges

Mit IGFBP-1 und IGFBP-2, IGF2R und den Proteaseinhibitoren TIMP1 und TIMP2 konnten
zahlreiche Faktoren als IGF-II/IGF1R/INSR-abhingig identifiziert werden, die Einfluss auf
die IGF-II-Bioverfiigbarkeit ausiiben konnen. Dies deutet auf autoregulative, durch die IGF-
Signalachse hervorgerufene Prozesse hin, die sekundér die Aktivitdt des IGF-Signalweges

modulieren und entsprechend der Signalstirke und der Art des Liganden justieren.

So bindet der IGF2R, welcher exklusiv nach der Inhibierung des IGF1R oder beider
Rezeptoren induziert vorlag, IGF-II und fiihrt es durch Internalisierung der lysosomalen
Degradation zu (188). AuBer der membranstdndigen Form gibt es dariiber hinaus eine 16sliche

Form (218), die zirkulierendes IGF-II binden und inhibieren kann (219).

Die moglichen Folgen einer verstidrkten Expression des IGFBP-1 und IGFBP-2, deren
proteasomale Degradation durch TIMP-vermittelte Inhibierung der Proteasen verhindert
werden kann (121), werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Durch die Bindung des IGF-
II reduzieren beide Proteine die Bioverfiigbarkeit des Liganden. Ubereinstimmend mit dieser
Annahme konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von IGFBP 1-4 zur humanen HCC-
Zelllinie PLC zu einer signifikanten Reduktion der Zellproliferation fiithrt (226). Dieser
Zusammenhang wird durch Studien unterstiitzt, die signifikant reduziertes IGFBP-1 und
IGFBP-2 in HCCs nachweisen (123, 227). Fir IGFBP-1 wurde jedoch neben der
phosphorylierten Form mit hoher Affinitit zu den IGFs ein nicht phosphoryliertes Isoenzym
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mit geringerer Bindungsaffinitit beschrieben. Dieses bindet an den os3;Integrin-Rezeptor und
stimuliert Zellmigration und Proliferation in HCC-Zellen (87, 228). Ahnliche
Phosphorylierungszustinde sind fiir das IGFBP-2 bisher nicht beschrieben worden. Die
Bindung an den asf;Integrin-Rezeptor konnte aber auch fiir IGFBP-2 in verschiedenen
Zelllinien nachgewiesen werden, wodurch es zu einer Reduktion der FAK-Phosphorylierung

und damit einhergehend zu einem Verlust der Zelladhdsion kommt (229, 230).

Diese Daten belegen, dass die Aktivierung der IGF-Signalkaskade eine Reduktion IGF-II-
inhibierender oder —reduzierender Faktoren wie den IGFBPs und dem IGF2R bewirkt.
Dadurch kénnte die Konzentration bioaktiven IGF-II erh6ht werden und zu einer verstérkten
Rezeptorstimulation flihren. Die hier durchgefiihrte Inhibierung der IGF-Achse fiihrt zur
erhohten Expression dieser Faktoren und konnte somit zu einer weiteren Inhibierung des

Signalweges fiihren.

Spezifischer Einfluss der IGF-I1-Inhibierung

Neben BMP4 und TNFAIP8 wird das Anaphylatoxin C5, Mitglied des membranangreifenden
Komplexes des Komplementsystems, welches Bestandteil des nativen Immunsystems ist,
exklusiv durch die IGF-II Inhibierung reguliert. Arbeiten in verschiedenen Zelllinien konnten
eine mechanistische Verbindung des C5-Poteins zu intrazelluldren Kinasen aufzeigen. So sind
fiir die C5 induzierte Migration ERK1/2, PI3K und p38 MAPK erforderlich (231), die C5-
vermittelte Aktivierung selbiger Kinasen fiihrt zudem zu einer verzogerten Apoptose (232,
233). In der murinen und humanen Leber spielt C5 bei der Bildung der hepatischen Fibrose
eine Rolle (236, 237). Miuse mit C5-Defizienz besitzen aufgrund fehlender Stimulation des
C5a-Rezeptors eine stark verzogerte Fibrogenese sowie eine fehlerhafte Leberregeneration
(234, 235).

Ein mechanistischer Zusammenhang zwischen IGF-II und CS5, wie ihn die Array-Daten
vermuten lassen, wurde bisher nicht beschrieben. Es ist jedoch vorstellbar, dass durch die
IGF-II-abhiingige Aktivierung des C5 die proproliferativen und antiapoptotischen

Signalkaskaden durch einen positiven Feedback-Loop verstiarkt werden.
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Abbildung 34: Ausgewahlte Funktionen und Interaktionen ausgewahlter, durch die Inhibierung
regulierter Gene

Einige der Gene, die durch die Inhibierung der verschiedenen IGF-Sighalwegskomponenten reguliert

vorlagen, sind in diesem Schaubild zusammengefasst. Neben der Funktion, und der Regulation (grun:

reduziert, rot: induziert) sind auch in der Literatur beschriebene Interaktionen dargestelit.

4.5. Die IGF-Achse als therapeutische Zielstruktur
Die Daten dieser Arbeit und der diskutierten publizierten Ergebnisse identifizieren den IGF-II

Signalweg als eine zentrale protumorigene Signalkaskade. Insbesondere die Identifikation des
in einer Subpopulation von HCCs stark {iberexprimierten IGF-II (131, 132) deutet darauf hin,
dass die Signalwegskomponenten der IGF-Achse potentielle therapeutische Zielstrukturen
darstellen konnen. Dieser Ansatz wurde bisher mit Hilfe verschiedener Methoden und
Techniken in unterschiedlichen in vitro und in vivo Modellsystemen aufgegriffen. Neben der
Inhibierung mit spezifischen Antikorpern (185, 238), dominant negativen Rezeptoren (239-
241) und Rezeptor-spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitoren (242-244), sind es vor allem
antisense Oligonukleotidansitze, die eine gerichtete und spezifische Aktivitatsreduktion des

Signalweges ermoglichen sollen (245, 246).
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Obwohl fiir viele experimentelle Systeme erfolgreich durchgefiihrt (247, 248), existieren doch
malgebliche Nachteile und Unzulénglichkeiten, die eine Anwendung dieser Methoden in der
Therapie fragwiirdig erscheinen lassen:

- Die spezifische Inhibierung des IGF1R in der HCC-Therapie (z.B. durch spezifische
Antikorper) ist nicht ausreichend. IGF-II kann alternativ seine proproliferativen und
antiapoptotischen Effekte {iber den INSR Isoform A vermitteln.

- Eine Differenzierung der durch verschiedene Liganden induzierten Signale ist nicht
moglich. Eine Blockade des IGF1R (z.B. durch Tyrosinkinaseinhibitoren) unterdriickt
somit weitere, moglicherweise flir die Homoostase nicht tumordser Zellen essentielle
Effekte (z.B. durch IGF-I).

- Eine zusitzliche Blockade des INSR ist, aufgrund der hohen Homologie der beiden
Rezeptoren, eine hdufige Nebenwirkung IGF1R-selektiver Inhibitoren, gleichzeitig
aber essentiell fiir eine erfolgreiche Blockade der IGF-II-Signale. Diese Inhibierung
kann zu diabetogenen Effekten fiihren, da der INSR ein zentraler Bestandteil des
Glukosemetabolismus ist.

- Die Anwendung von IGF-II-spezifischen inhibitorischen Antikdrpern hat sich
aufgrund geringer Zugénglichkeit der Proteine in soliden Tumoren als nicht immer

praktikabel erwiesen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist die spezifische Inhibierung des Wachstumsfaktors IGF-II
ein optimaler Ansatz fiir eine gezielte HCC-Therapie der IGF-II-iiberexprimierenden
Subruppe. Durch die spezifische Inhibierung des IGF-II wird nicht die Signaltransduktion
anderer Liganden beeintrachtigt, eine Blockade essentieller Rezeptoren ist nicht erforderlich
und die Inhibierung durch siRNA ist im Vergleich zu antisense Oligonukleotiden deutlich

effizienter.

Diese Schlussfolgerungen wurden durch experimentelle Daten belegt, die zeigen dass eine
Sensitivierung der Tumorzellen gegen zytostatische Stimuli nach IGF-II-Inhibierung erfolgt.
Die kombinierte Behandlung von HCC-Zellen mit IGF-II-spezifischer siRNA und Celecoxib
bewirkte superadditive Effekte hinsichtlich des Vitalititsverlusts der Zellen. Durch die
Behandlung der Zellen mit Celecoxib kam es auBlerdem zu einer Reduktion der IGFIR-
Expression, die auch in verschiedenen Kolonkrebs-Zelllinien nachgewiesen werden konnte

(249). Neben diesem direkten Einfluss des Celecoxib auf die Signalkaskade, konnen weitere
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biologische Effekte des Celecoxib wie die Reduktion des proliferationsfordernden PGE, zu
dieser Vitalititsreduktion beitragen (46).

Diese sich verstirkende Wirkung konnte durch eine IGF-II-Reduktion mit zusétzlicher
Cisplatin-Behandlung nicht erzielt werden, obwohl publizierte Daten belegen, dass die
Inhibierung des ERK-Signalweges, die wir in unserem Modell nach IGF-II-Reduktion
nachweisen konnten, zu einer gesteigerten Sensitivitdt verschiedener Tumorzellen gegentiber
Cisplatin fiihrt (250, 251). Der Grund fiir diese kontrdren Ergebnisse kann darauf beruhen,
dass in allen Experimenten mit siRNA vermittelter IGF-II-Inhibierung und der Behandlung
mit Celecoxib und Cisplatin immer sehr geringe (subtoxische oder zytostatische)
Konzentrationen eingesetzt wurden. Hohere Konzentrationen hitten in diesem Modell

vielleicht zu deutlicheren biologischen Effekten gefiihrt.

4.5.1. Ausblick
Aufgrund der vorgestellten Effekte der IGF-II-Inhibierung und der ersten Ergebnisse in

Kombination mit zytotoxischen Wirkstoffen, scheint IGF-II eine viel versprechende
Zielstruktur fiir neue therapeutische Strategien darzustellen. Weitere Experimente mit anderen
Konzentrationen und zusdtzlichen Wirkstoffen und funktionellen Analysen miissen
durchgefiihrt werden, um das Potential der IGF-II-Inhibierung und der daraus resultierenden
Sensibilisierung gegen proapoptotische Stimuli ausschopfen zu koénnen. AuBerdem werden
ausgewdhlte, durch die Expressions-Analysen beschriebene Gene und Funktionsgruppen
hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die IGF-Il-abhidngige Hepatokarzinogenese detailliert
untersucht werden (z.B. Migration und Zelladhédsion mittels Scratch-Test, C5 als positiver

Feedback Effektor).
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5. Zusammenfassung
Der Wachstumsfaktor insulin-like growth factor (IGF)-II wird in einer Subgruppe humaner

hepatozelluldarer Karzinome (hepatocellular carcinoma, HCC), eine der haufigsten humanen
Tumorerkrankungen mit schlechter Prognose und wenigen Therapicoptionen, stark
iiberexprimiert. Aufgrund ihrer protumorigenen Wirkung stellen der Ligand und die
signaltransduzierenden Rezeptoren potentielle therapeutische Zielstrukturen dar. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden an HCC-Zellen mit hoher IGF-1I-Expression die Funktion und Relevanz
von IGF-II und den signaltransduzierenden Rezeptoren, Insulin-Rezeptor (INSR) und IGF1-
Rezeptor (IGF1R), mittels genspezifischer Inhibierung (RNAinterference) analysiert.

Wihrend die Inhibierung des INSR keinen Einfluss auf Proliferation, Apoptose und
Zellvitalitat zeigte, filhrten die Reduktion des IGF1R, die gleichzeitige Reduktion des INSR
und IGF1R und die IGF-II-Inhibierung zu einer signifikanten Vitalitéts- und Proliferations-
reduktion so wie zu einer signifikant gesteigerten Apoptose in HCC-Zellen. Anhand der
Phosphorylierungsmodifikation von zytoplasmatischen Signalwegskomponenten (z.B. Erk,
AKT/PKB) wurde deutlich, dass der IGFIR die IGF-II-Effekte vermittelt, diese aber nach
Inhibierung des IGFIR alternativ iiber den INSR transduziert werden konnen. Ferner deuten
die Ergebnisse darauf hin, dass definierte Effektoren besonders durch die exklusive
Inhibierung von IGF-II sowohl in ihrer Expression (z.B. C5) als auch in ihrer Aktivitit (z.B.
Pax) beinflusst werden. Die Analyse der Expressionsdaten nach Inhibierung von IGF-II,
INSR und IGFIR zeigt, dass die IGF-Signalachse in metabolische Prozesse, Proliferation,
Apoptose, DNA-Replikation und DNA-Reparatur wie auch in die Proteinbiosynthese
involviert ist. Sowohl diese Expressionsdaten wie auch die spezifische Aktivierung von
Faktoren die in die Zelladhdsion involviert sind (z.B. Pax, Src), deuten auf eine Rolle der
IGF-II-Signaltransduktion in der Modulation dieses Prozesses hin. Die Funktionsgruppen der
DNA-Reparatur, des Metabolismus und der Proteinbiosynthese werden jedoch nicht durch die
IGF-II-Inhibierung in ihrer Expression modifiziert. Diese Daten verdeutlichen, dass
maflgebliche  funktionelle = Unterschiede  zwischen  den  verschiedenen  IGF-
Signalwegskomponenten existieren. Der spezifischste Ansatz fiir potentielle therapeutische
Nutzung ist deshalb die direkte Inhibierung des IGF-II, da sowohl diabetogene Effekte
umgangen werden, andere z.T. essentielle Signalkaskaden (z.B. durch IGF-I) nicht in ihrer
Aktivitdt beeintriachtigt werden und gleichzeitig eine vollstdndige Inhibierung der IGF-II-
vermittelten protumorigenen Effekte unabhidngig vom signaltransduzierenden Rezeptor

erfolgt. In ersten Experimenten wurde gezeigt, dass eine Kombinationsbehandlung von HCC-
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Zellen mit IGF-II-spezifischer siRNA und dem Antirheumatikum Celecoxib zu superadditive

Effekten beziiglich des Vitalititsverlustes fiihrt.
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7. Anhang

7.1 Tabellen regulierter Gene nach siRNA Transfektion

IGF1R

5-/-“_"\- Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Ver

biologisch relevant reguliert

Gen

cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor
3 (flamingo homolog, Drosophila)

5'-nucleotidase, cytosolic Il

CCR4-NOT transcription complex, subunit 8
KIAA0350 protein

TRAF2 and NCK interacting kinase
lysosomal-associated membrane protein 1
cadherin 19, type 2

hypothetical protein MGC8974
hypothetical protein FLJ14166
protocadherin beta 8

epiplakin 1

putative translation initiation factor

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase
7

transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix
transcription factors 4)

Mouse Mammary Turmor Virus Receptor
homolog 1

sirtuin (silent mating type information regulation 2
homolog) 1 (S. cerevisiae)

transmembrane protein with EGF-like and two
follistatin-like domains 1

hematopoietically expressed homeobox
TNFAIP3 interacting protein 1

suppressor of hairy wing homolog 1 (Drosophila)
thyroid hormone receptor interactor 3

collagen, type |, alpha 1

KIAA0515

single-stranded DNA binding protein 2

tubby like protein 4
KIAA0495

P antigen family, member 1 (prostate associated)
cell division cycle 2-like 6 (CDK8-like) /// cell
division cycle 2-like 6 (CDK8-like)

RNA binding motif protein 30
ribosomal protein L22
eukaryotic translation initiation factor 2C, 3

calpain 2, (m/Il) large subunit

RING1 and YY1 binding protein

HMG-box transcription factor 1

‘gene bank
acession no.'

NM_001407
BC001595

AF180476
AA731693
AF172268
NM_005561
NM_021153
AL031427

NM_024565
NM_019120
NM_031308
AF083441

NM_020354
AL559478
BF974389
NM_012238
BF439316
NM_001529
NM_006058
AA558468
AI131008
K01228

AB011087
NM_012446

NM_020245
AI073551
NM_003785
AY028424

BC003503
D17652
NM_024852

M23254
AB029551

NM_012257

IGF-Il ds1

5,17
1,36

IGF-11 ds3

INSR ds1

1,11
0,92

IGF1R ds3

1,53
1,53

1,53

Rez. Mix

1,27
1,35

1,33

nonsense
siRNA

1,17
1,13

Gen

synaptobrevin-like 1

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type
1 (E. coli)

LR8 protein

likely ortholog of mouse hypoxia induced gene 1
alanyl-tRNA synthetase

fatty acid binding protein 1, liver
inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2
cytochrome c oxidase subunit Vlla polypeptide 2
like

carbonic anhydrase I

fatty acid desaturase 1

male-enhanced antigen

HSPCO009 protein

solute carrier family 22 (organic cation
transporter), member 18

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
ornithine transporter) member 15

growth hormone inducible transmembrane protein

transforming, acidic coiled-coil containing protein
1

aminoacylase 1

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2

pyruvate dehydrogenase complex, component X
pro-oncosis receptor inducing membrane injury
gene

dicarbonyl/L-xylulose reductase

phosphorylase, glycogen; liver (Hers disease,
glycogen storage disease type VI)
phosphoglucomutase 1

clathrin, light polypeptide (Lca)
fumarylacetoacetate hydrolase
(fumarylacetoacetase)

TAF12 RNA polymerase II, TATA box binding
protein (TBP)-associated factor, 20kDa

biliverdin reductase B (flavin reductase (NADPH))
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase
2

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog
(avian)-like 2

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
pseudogene 1

CGI-119 protein

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
citrate transporter), member 1

crystallin, zeta (quinone reductase)

TNF receptor-associated protein 1

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank
acession no.’

NM_005638
U04045

NM_014020
NM_014056
NM_001605
NM_001443
NM_014214
NM_004718
M36532
BE540552
NM_014623
NM_014019

NM_002555
NM_014252
AL136713

NM_006283

NM_000666
NM_000904
NM_003477
BG538627

NM_016286
NM_002863

NM_002633
NM_007096

NM_000137
D50544
NM_000713
AI754404

NM_002466
NM_005758
NM_016056

u25147

NM_001889

NM_016292

IGF-1l ds1

0,55
0,95

IGF-11 ds3

0,75
0,63

INSR ds1

0,96
0,80
0,80
0,86

gleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

IGFIR ds3

0,48
0,48

Rez. Mix

nonsense

siRNA

0,86
0,77
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. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

| IBFIR |
% ;
~— biologisch relevant reguliert
‘gene bank . nonsens ‘gene bank . nonsense
Gen IGF-Il ds1 IGF-11 ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix Gen IGF-Il ds1 IGF-I1 ds3 INSR ds1 IGF1IR ds3 Rez. Mix
acession no.’ e siRNA acession no.’ SiRNA
zinc finger protein 277 AK027128 0,94 1,12 0,88 153 1,32 1,16 Sjﬂa‘ﬁ;";'“ (binds single-stranded nucleic acids) \; 075361 0,98 0,87 0,82 0,49 0,57 0,90
brain-derived neurotrophic factor NM_001709 1,27 1,97 1,11 1,53 1,41 1,07 CD302 antigen NM_014880 0,80 0,70 0,80 0,49 0,65 0,67
KIAA0423 Al823592 1,04 1,14 1,08 1,53 1,41 1,32 scavenger receptor class B, member 1 NM_005505 0,55 0,59 0,92 0,49 0,63 0,89
programmed cell death 6 interacting protein NM_013374 1,24 1,14 0,95 1,53 1,48 1,15 gSg’Sﬂ‘ﬁ;ﬁse (DNA directed), epsilon 3 (p17 BC004170 0,64 0,77 0,86 0,49 0,64 0,76
nuclear prelamin A recognition factor NM_012336 1,12 1,26 0,99 1,54 1,46 0,85 mitochondrial ribosomal protein L9 BC004517 0,92 0,98 0,87 0,50 0,53 0,85
UDP-glucuronate decarboxylase 1 NM_025076 1,78 1,11 0,95 1,54 1,26 1,26 complement component 3 NM_000064 0,19 0,31 0,94 0,50 0,66 0,83
g‘nzke"r’;'o g f'lnge’ protein, 1 /// makorin, ring NM_013446 1,10 1,00 088 154 1,40 131 putative MAPK activating protein AI983505 116 0,95 0,96 0,50 0,55 1,02
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 8 NM_024615 1,12 1,40 1,07 1,54 1,35 1,28 nuclear protein E3-3 BC002873 0,58 0,59 0,97 0,50 0,61 0,72
hypothetical protein MGC4504 NM_024111 1,18 1,09 1,03 1,55 1,24 1,05 glutathione S-transferase A4 NM_001512 0,60 0,86 0,89 0,50 0,58 0,70
myosin head domain containing 1 NM_025109 1,04 1,03 1,14 1,55 1,46 1,18 hypothetical protein FLJ22390 NM_022746 0,44 0,62 0,93 0,50 0,60 0,68
cysteine-rich hydrophobic domain 2 NM_012110 1,10 1,23 0,90 1,55 1,40 0,99 E-1 enzyme NM_021204 0,76 0,78 0,91 0,51 0,63 0,82
E’;‘e'“ tyrosine phosphatase, non-receptor type  \\1 o0g35 1,36 1,17 1,01 155 1,32 122 chromosome 20 open reading frame 59 NM_022082 0,91 0,55 0,95 051 0,69 0,88
BMP and activin membrane-bound inhibitor NM_012342 1,01 1,95 0,85 155 1,49 1,19 gg%s;m‘g”r;”e oxidoreductase type 3, NM_016243 1,14 0,88 0,96 0,51 0,55 0,73
transmembrane protein 45A NM_018004 1,88 1,25 0,93 1,55 1,39 0,95 :‘”emb'a”e cofactor pratein (CD46, rophoblast- NM_002389 0,86 0,78 0,85 0,52 0,54 1,03
lymphocyte cross-reactive antigen)
WD repeat domain 1 NM_017491 1,47 1,26 0,96 1,55 1,40 1,01 phytanoyl-CoA hydroxylase (Refsum disease) NM_006214 0,77 0,87 0,89 0,52 0,64 0,87
family with sequence similarity 38, member B AW269818 1,38 1,56 0,95 1,56 1,45 1,48 serum/glucocorticoid regulated kinase-like NM_013257 0,94 0,70 0,91 0,52 0,55 1,11
f;fgz;f‘ﬁ;)"f variegation 4-20 homolog 1 AA056099 113 1,28 085 1,56 1,46 1,10 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67  AU152107 071 089 095 052 068 079
RWD domain containing 3 NM_015485 1,45 1,35 0,98 1,56 1,41 1,33 protein disulfide isomerase-associated 4 BC000425 0,66 0,91 0,90 0,52 0,63 0,70
ring finger and KH domain containing 2 NM_016626 1,31 1,68 0,93 1,56 1,21 1,25 chromosome 21 open reading frame 45 NM_018944 0,77 0,97 0,93 0,52 0,59 1,05
neogenin homolog 1 (chicken) NM_002499 0,99 1,50 0,94 1,56 1,16 1,08 epoxide hydrolase 2, cytoplasmic AF233336 0,68 0,64 0,93 0,52 0,56 0,87
histidyl-tRNA synthetase-like u18937 1,07 1,07 1,00 1,56 1,35 1,01 glutamate dehydrogenase 1 Al339331 0,63 0,63 0,82 0,52 0,73 1,11
zinc finger protein 134 (clone pHZ-15) NM_003435 1,26 1,13 0,99 1,56 1,28 0,90 bleomycin hydrolase NM_000386 0,91 0,80 0,97 0,53 0,64 0,73
ring finger protein 111 NM_017610 1,24 1,16 0,97 1,56 1,39 1,14 sterol-C4-methyl oxidase-like U93162 0,82 0,72 0,76 0,53 0,56 0,96
collagen, type V, alpha 2 AL575735 1,12 2,09 0,86 1,56 1,73 1,15 septin 10 BF966021 0,96 1,09 0,81 0,53 0,54 0,83
farnesyltransferase, CAAX box, alpha /// 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase
famesyltransferase, CAAX box, alpha BG168896 1,09 0,98 1,00 1,57 1,44 1,10 1 (soluble) NM_002130 0,72 0,77 0,91 0,53 0,66 0,80
armadillo repeat containing, X-linked 1 NM_016608 1,10 1,65 0,98 1,57 1,27 1,27 peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase NM_006117 0,78 0,58 0,93 0,53 0,60 0,77
folistatin-like 1 BC000055 1,49 201 1,00 157 124 142 Cyclin-dependent kinase infibitor 3 (CDK2- AF213033 0,96 0,85 0,93 0,53 0,70 087
associated dual specificity phosphatase)
. . acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1
MAX interactor 1 /// MAX interactor 1 NM_005962 1,03 1,42 1,00 1,57 1,35 1,11 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) NM_000019 0,66 0,83 0,94 0,53 0,67 0,80
fibronectin 1 AF130095 1,31 1,36 1,05 1,57 1,63 1,14 galactose-1-phosphate uridylyltransferase NM_000155 0,69 0,66 1,04 0,54 0,62 1,02
KIAA0753 gene product NM_014804 0,99 1,15 1,07 157 1,37 1,23 cytochrome c-1 NM_001916 0,45 0,72 1,01 0,54 0,65 0,85
g:rrnoéglrn(-:coupled receptor, family C, group 5, NM_022036 116 116 0,92 157 137 137 g:;\::)lP anchor attachment protein 1 homolog NM_003801 084 0.93 0,94 054 0,63 073
RAN binding protein 6 Al123233 1,60 1,26 1,01 1,58 1,55 1,10 aprataxin NM_017692 0,70 0,81 0,92 0,54 0,58 0,87
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2
G patch domain containing 2 NM_018040 1,11 1,00 112 1,58 1,47 1,01 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) BC000408 0,66 0,78 0,76 0,54 0,57 0,77
coactosin-like 1 (Dictyostelium) NM_021615 2,22 1,29 1,07 1,58 1,27 0,95 interleukin-1 receptor-associated kinase 1 NM_001569 0,89 0,89 0,98 0,54 0,60 0,70
SEC11-like 1 (S. cerevisiae) NM_014300 0,90 1,21 0,88 1,58 1,36 0,88 dihydropyrimidine dehydrogenase NM_000110 0,54 0,83 0,92 0,54 0,71 0,67
Paraspeckle component 1 AL049263 1,19 1,18 1,00 1,58 1,48 1,12 primase, polypeptide 1, 49kDa NM_000946 0,82 1,11 1,01 0,55 0,71 0,76
. biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase; breast
tensin-like SH2 domain containing 1 NM_022748 1,51 1,84 0,95 1,58 1,48 1,46 epithelial mucin-associated antigen) NM_004332 0,94 1,01 0,93 0,55 0,57 1,09
T-cell immunomodulatory protein /// T-cell
immunomodulatory protein NM_030790 1,43 1,48 1,00 1,58 1,44 1,23 serum amyloid A4, constitutive NM_006512 0,25 0,17 0,81 0,55 0,80 0,70
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
retinoic acid induced 17 AF070622 1,20 1,43 0,89 1,58 1,45 131 oxoglutarate carrier), member 11 NM_003562 0,51 0,84 0,93 0,55 0,64 0,82
platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform -\, 405573 113 167 1,06 158 138 116 McKusick-Kaufman syndrome NM_018848 0,72 1,10 095 055 0,69 096
Ib, gamma subunit 29kDa
ankyrin repeat domain 12 AWS572909 1,17 1,08 1,01 1,58 1,36 1,14 fibroblast growth factor receptor 4 NM_002011 0,65 0,70 0,87 0,55 0,61 0,76
guanine nucleotide binding protein (G protein), AL049933 132 1,64 0,92 1,59 1,42 1,00 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A NM_000191 087 0,94 0,98 055 0,62 1,09

alpha inhibiting activity polypeptide 1 lyase (hydroxymethylglutaricaciduria)

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

IGF1

Gen

centrosome spindle pole associated protein
Disabled homolog 2, mitogen-responsive
phosphoprotein (Drosophila)

family with sequence similarity 46, member A
guanylate binding protein 2, interferon-inducible
1l guanylate binding protein 2, interferon-
inducible

myo-inositol monophosphatase A3

chromosome 10 open reading frame 38

DREL1 protein

zinc finger protein 435

RAB17, member RAS oncogene family

killer cell lectin-like receptor subfamily C, member
3

kinesin family member 3C

motile sperm domain containing 1
bone morphogenetic protein 1
calponin 2

Yes-associated protein 1, 65kDa

collagen, type IV, alpha 5 (Alport syndrome)

reticulocalbin 2, EF-hand calcium binding domain
cyclin B1 interacting protein 1
very low density lipoprotein receptor

NCK adaptor protein 2

actin, gamma 2, smooth muscle, enteric
dehydrogenase/reductase (SDR family) member
3

internexin neuronal intermediate filament protein,
alpha

grancalcin, EF-hand calcium binding protein ///
grancalcin, EF-hand calcium binding protein

Desmoglein 2

SH3 domain binding glutamic acid-rich protein
like 3 /// SH3 domain binding glutamic acid-rich
protein like 3

protein kinase (cAMP-dependent, catalytic)
inhibitor alpha

prolactin

zinc finger protein 426
hypothetical protein FLJ13710

PRP3 pre-mRNA processing factor 3 homolog
(yeast)

RAB33B, member RAS oncogene family ///
RAB33B, member RAS oncogene family
KIAA0831

SET binding protein 1

interferon gamma receptor 2 (interferon gamma
transducer 1)

growth factor receptor-bound protein 10

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2

hypothetical protein FLJ20729

‘gene bank

acession no.’

NM_024790
N21202
AW246673

NM_004120

NM_017813
AU150943

NM_017644
NM_025231

NM_022449
NM_002261

AF035621
NM_019556

NM_006129

NM_004368
AI745185

AW052179
BC004892
NM_021178
122431

BC000103
NM_001615

NM_004753
NM_004692

NM_012198

NM_001943

NM_031286

NM_006823

NM_000948
NM_024106

BG163478
NM_004698

NM_031296

NM_014924
NM_015559

NM_005534
D86962
NM_013231

NM_017953

biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

1,26
1,57
191

1,18

1,16
1,13
1,04
1,23
1,15
0,98
173
1,86
1,42
1,99
1,35
1,44
0,91
1,08
174

1,54
1,19

0,98
111

0,94

2,12

1,84

1,21
1,24
1,18
1,37
0,97
1,06
1,31
1,21
1,37
1,23
1,41

1,49

IGF-Il ds3

1,56
1,25
2,25

0,99

0,89
1,69
1,07
1,47
0,98
0,73
172
1,31
1,21
1,70
1,00
1,74
1,41
0,84
1,09

1,65
1,74

0,86
1,28

1,59

1,66

1,14

2,47
1,46
1,12
1,18
1,00
1,28
1,07
1,08
1,34
1,48
1,85

0,98

INSR ds1

0,98
0,97
0,95

0,93

0,97
0,92
1,08
0,98
1,05
1,03
1,06
0,89
1,00

0,96
0,96

0,93
0,86
0,94
1,17

0,84
1,01

0,95
1,05

0,86

0,93

0,86

0,77
1,16
0,94
1,12
1,01
0,95
0,96
0,96
1,02
0,91
1,00

1,10

IGF1R ds3

1,59
1,59
1,59

1,60

1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61

1,61
1,61

1,61
1,62

1,62

1,62

1,62

1,62
1,62
1,62
1,63
1,63
1,63
1,63
1,64
1,64
1,64
1,65

1,65

Rez. Mix

1,44
1,36
1,44

1,44

1,33
1,29
1,25
1,34
1,46
1,29
1,34
1,36
1,46
1,34
1,35
1,49
1,33
1,21
1,24

1,35
1,26

1,39
1,31

1,28

1,42

1,44

1,31
1,43
1,38
1,41
1,51
1,33
1,33
1,59
1,50
131
1,57

1,56

nonsens

e siRNA
1,19
1,05
1,22

0,86

1,13
0,90
1,07
1,00
1,42
0,94
1,15
1,23
1,16
1,21
0,91
0,99
1,15
1,16
1,10

1,27
1,06

1,35
1,04

1,35

1,43

1,06

1,29
1,01
0,80
1,08
0,84
1,27
1,14
1,40
1,47
1,12
0,92

1,08

mitogen-activated protein kinase 9
butyrophilin, subfamily 3, member A2

aurora kinase B
COMM domain containing 8

adiponutrin

exosome component 2

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta
chromosome 21 open reading frame 33
START domain containing 7 /// START domain
containing 7

outer mitochondrial membrane cytochrome b5

selenoprotein X, 1
phosphatidylinositol glycan, class F

L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase,
short chain

coronin, actin binding protein, 2A

thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese)
N-acetylneuraminic acid synthase (sialic acid
synthase)

Fukuyama type congenital muscular dystrophy
(fukutin)

immature colon carcinoma transcript 1

ELOVL family member 6, elongation of long chain
fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-like, yeast)

erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4B
cyclin A2

ribonuclease H2, large subunit
CDNA FLJ42949 fis, clone BRSTN2006583

NHL repeat containing 2

phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,
phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthetase

enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3

SLC2A4 regulator

phenylalanine hydroxylase

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine
translocase), member 20

homogentisate 1,2-dioxygenase (homogentisate
oxidase)

uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier)

tetratricopeptide repeat domain 15
KIAA0664 protein
nucleobindin 2

sialidase 1 (lysosomal sialidase)
asparagine-linked glycosylation 6 homolog (yeast,
alpha-1,3-glucosyltransferase)

queuine tRNA-ribosyltransferase 1 (tRNA-guanine
transglycosylase) /// queuine tRNA-
ribosyltransferase 1 (tRNA-guanine
transglycosylase)

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

W37431
BC002832
AB011446

NM_017845

NM_025225
BC000747

NM_006892
NM_004649

NM_020151
AW235051

NM_016332
NM_002643

BC000306

NM_003389
D87292

NM_018946
NM_006731
NM_001545
NM_024090

NM_019114
NM_001237

NM_006397
AL109716

NM_017687

AA902652

NM_024693

BE898559

NM_000277
Al039874

BC001689
NM_000187
U94592

NM_016030
AB014564

NM_005013
us4246
NM_013339

NM_031209

IGF-Il ds1

0,85
0,91
0,79

0,86

0,70
0,71
0,84
0,81
0,83
0,90
0,78
0,91
0,62
0,73
0,61
0,54
0,87
0,79
0,85

0,71
0,81

0,84
0,69

0,77

0,68

0,58

0,64
0,54
0,80
0,55
0,65
1,00
0,84
0,67
0,94
1,23
0,89

0,76

IGF-Il ds3

1,01
0,65
1,00

0,85

0,88
0,76
0,93
0,92
0,91
0,85
0,60
0,76
0,86

0,68
0,78

0,75
0,86
0,73
0,98

0,52
0,73

1,07
0,64

0,94

0,77

0,79

0,68
0,85
0,46
0,56
0,74
0,88
0,84
0,65
0,94
0,99
0,76

0,87

INSR ds1

0,83
0,97
0,89

0,88

0,75
0,98
0,96
0,98
0,95
0,80
0,91
0,92
0,91

0,90
1,04

0,89
0,89
0,94
0,86

0,94
0,89

0,90
0,78

0,88

0,86

0,91

0,74
0,83
0,87
0,94
0,93
0,81
0,96
1,00
0,93
0,79
0,92

1,02

IGF1R ds3

0,55
0,55
0,55

0,56

0,56
0,56
0,56
0,56
0,56
0,56
0,56
0,56
0,57
0,57
0,57
0,57
0,57
0,57
0,57

0,57
0,57

0,57
0,57

0,57

0,58

0,58

0,58
0,58
0,58
0,58
0,58
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59

0,59

Rez. Mix

0,62
0,62
0,72

0,75

0,59
0,61
0,65
0,59
0,70
0,61
0,66
0,63
0,68
0,67
0,72
0,62
0,67
0,64
0,62

0,69
0,79

0,65
0,61

0,61

0,65

0,61

0,72
0,65
0,66
0,64
0,63
0,62
0,62
0,75
0,68
0,54
0,63

0,63

nonsense

SiRNA

1,02
0,72
0,79

0,87

0,78
0,68
1,35
0,83
1,01
0,88
0,80
0,88
0,89
1,38
1,11
0,69
0,89
0,69
0,88

0,92
0,76

0,75
0,87

0,95

0,68

1,14

0,79
0,78
0,73
0,75
0,82
0,90
0,71
0,73
0,83
1,30
0,81

0,85
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Anhang

. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

| IBFIR |
% ;
~— biologisch relevant reguliert
‘gene bank . nonsens ‘gene bank . nonsense
Gen IGF-Il ds1 IGF-11 ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix Gen IGF-Il ds1 IGF-I1 ds3 INSR ds1 IGF1IR ds3 Rez. Mix
acession no.’ e siRNA acession no.’ SiRNA
thymosin-like 8 NM_021992 1,09 2,34 1,05 1,65 1,33 1,25 Cell division cycle 2, G1to S and G2 to M AL524035 1,00 1,17 0,94 0,59 0,75 0,93

cofactor required for Sp1 transcriptional

i . AF105421 1,21 1,30 1,01 1,65 1,44 1,16 adenylosuccinate synthase AA628948 1,04 0,99 0,90 0,59 0,67 0,82
activation, subunit 6, 77kDa
Rho-related BTB domain containing 1 AB018283 1,86 185 094 1,65 1,26 0,98 ig';i'is‘?:g;'dase complex subunit 3 homolog (S. 1 021928 096 072 095 0,59 064 073
;ﬁg i?]'”ld'”g motif, single stranded interacting NM_016839 1,99 1,50 084 1,65 147 142 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 NM_005693 068 061 093 059 070 071
C-type lectin domain family 2, member B BC005254 1,26 1,42 1,10 1,65 1,64 0,94 two pore segment channel 1 NM_017901 1,10 0,68 0,99 0,59 0,62 0,98
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B NM_013450 1,36 1,47 1,06 1,65 1,42 1,23 golgi phosphoprotein 2 NM_016548 0,95 1,21 0,84 0,59 0,59 1,14
pogo transposable element with ZNF domain AB007930 1,16 1,45 0,97 1,65 1,46 1,18 RA-regulated nuclear matrix-associated protein AK001261 0,77 1,18 0,91 0,59 0,77 0,79

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein
- . N . 7, 20kDa (NADH-coenzyme Q reductase) ///
low density lipoprotein receptor-related protein 10  NM_014045 1,65 1,14 1,06 1,65 1,50 1,12 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein BC005954 0,84 0,83 0,93 0,59 0,64 1,03
7, 20kDa (NADH-coenzyme Q reductas
keratin 19 NM_002276 2,88 1,77 1,25 1,65 1,44 1,00 LYRIC/3D3 AIB86796 0,59 0,72 0,92 0,59 0,70 0,73
SH3-domain binding protein 4 AF015043 1,42 1,42 0,93 1,66 1,38 1,41 hydroxymethylbilane synthase NM_000190 0,86 0,87 0,90 0,60 0,65 0,83
zinc finger protein 140 (clone pHZ-39) NM_003440 1,22 1,26 0,97 1,66 1,30 0,99 NFS1 nitrogen fixation 1 (S. cerevisiae) NM_021100 0,63 0,53 0,94 0,60 0,68 0,68
fibronectin type 11l domain containing 3B NM_022763 1,02 0,91 1,01 1,67 1,60 1,07 ATPase, Class V, type 10D Al478147 0,68 0,75 0,85 0,60 0,62 0,90
actin, alpha, cardiac muscle NM_005159 1,17 2,10 1,00 1,67 1,34 1,07 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18 NM_006773 0,80 0,83 1,01 0,60 0,72 0,72
son of sevenless homolog 1 (Drosophila) L13857 131 1,26 1,07 1,68 1,69 127 gﬁ%’; dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, s-q95737 071 0,86 096 0,60 069 098
enabled homolog (Drosophila) NM_018212 1,39 1,44 0,86 1,68 1,45 1,14 ligatin NM_006893 0,71 0,78 1,02 0,60 0,68 0,73
AT rich interactive domain 4B (RBP1- like) /// AT . . .
rich interactive domain 4B (RBP1- like) NM_016374 1,26 1,54 0,93 1,68 1,49 1,09 small nuclear ribonucleoprotein polypeptide C NM_003093 0,89 0,88 0,95 0,60 0,72 0,88
'Snoe"";f)ecrag”e’ family 39 (zinc transporter), AI635449 1,26 1,36 1,04 1,68 145 1,06 chromosome 14 open reading frame 94 NM_017815 087 0386 098 061 068 096
myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle Al827941 1,91 1,59 0,87 1,68 1,45 1,30 carbonic reductase 4 AL049442 0,95 1,15 1,01 0,61 0,79 0,97
death-associated protein kinase 1 NM_004938 0,98 1,49 0,95 1,68 1,60 117 QIEE;SEPE;Z"':A) anchor protein 2 /if PALM2- NM_007203 0,64 0,64 0,80 0,61 0,68 0,70
trophoblast glycoprotein NM_006670 1,65 1,41 0,93 1,68 1,34 1,48 PDZ binding kinase NM_018492 0,76 0,88 0,96 0,61 0,76 0,91
. phospholysine phosphohistidine inorganic

homer homolog 3 (Drosophila) NM_004838 1,31 1,66 0,95 1,68 1,50 1,16 pyrophosphate phosphatase NM_022126 0,85 0,79 0,83 0,61 0,65 0,92
microtubule associated monoxygenase, calponin .
and LIM domain containing 1 NM_022765 2,17 1,71 1,05 1,69 1,24 1,20 farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1 AABT72727 0,72 0,86 0,77 0,61 0,62 0,83
unc-51-like kinase 1 (C. elegans) AB018265 1,28 1,64 0,94 1,69 1,46 1,21 cytoplasmic FMR1 interacting protein 1 BC005097 0,96 0,97 0,86 0,61 0,65 1,05
thymosin, beta 10 NM_021103 1,45 1,29 0,96 1,69 1,53 0,83 hypothetical protein FLJ21918 NM_024939 1,01 0,85 0,98 0,61 0,65 0,99
drebrin 1 NM_004395 1,54 1,75 0,85 1,69 1,57 0,88 nidogen (enactin) BF940043 0,87 1,11 0,74 0,61 0,75 0,89
zinc finger protein 74 (Cos52) NM_003426 1,20 1,36 0,95 1,70 1,38 1,33 galactokinase 1 BG474736 0,75 0,75 0,94 0,61 0,70 0,98
polo-like kinase 2 (Drosophila) NM_006622 2,04 1,54 1,04 1,70 1,28 0,91 chromosome condensation protein G NM_022346 0,67 0,99 0,91 0,61 0,71 0,69
glycoprotein (transmembrane) nmb NM_002510 0,96 0,87 0,97 1,70 1,28 0,81 opioid receptor, sigma 1 NM_005866 0,66 0,77 0,87 0,61 0,64 0,74
tumor protein p53 binding protein, 2 NM_005426 1,30 1,47 0,99 1,70 1,36 1,45 zinc finger, MYND domain containing 11 BE250417 1,22 1,39 0,97 0,61 0,65 1,32
hypothetical protein FLJ10404 NM_019057 1,08 1,24 0,97 1,70 1,58 1,21 transferrin NM_001063 0,60 0,61 0,90 0,62 0,69 0,92
zinc finger protein 274 NM_016325 1,38 1,24 0,96 1,70 1,38 1,01 popeye domain containing 3 NM_022361 0,71 0,88 0,80 0,62 0,62 0,89
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; AA916851 092 123 0,96 1,70 138 1,00 prohibitin 2 NM_007273 071 0,80 094 062 0,66 083
adenine nucleotide translocator), member 6
granzyme K (serine protease, granzyme 3; . .
tryptase II) /// granzyme K (serine protease, NM_002104 1,03 0,91 1,08 171 1,44 0,97 f“’;eiso"me (prosome, macropain) subunit, beta 1 o02g01 0,75 0,69 113 0,62 0,69 0,91
granzyme 3; tryptase Il) ype.
sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha NM_002977 1,65 1,36 1,00 1,71 1,48 1,29 hypothetical protein FLJ20364 AF269167 0,52 0,85 1,02 0,62 0,74 0,74
solute carrier family 38, member 2 NM_018573 1,23 1,26 0,92 1,72 1,46 1,06 arylacetamide deacetylase (esterase) NM_001086 0,67 0,71 1,08 0,62 0,83 0,92
(Syig;)su”p’essc” of RNA polymerase B homolog 6qg540 142 115 097 1,72 1,50 1,04 inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase A NM_002220 074 0,65 1,00 062 0,69 111
Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2 BF439282 1,33 1,22 0,98 1,72 155 1,28 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like  \\; 614674 0,92 0,73 0,92 0,62 0,70 0,99
related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2 NM_012250 1,41 1,06 092 172 1,44 111 SL‘I’;‘;'Q;;SSSE' DNA-activated, catalytic U47077 073 094 094 0,62 073 0,78
phosphoglycerate dehydrogenase NM_006623 0,68 1,38 0,87 1,73 1,46 0,85 hypothetical protein MGC21416 BE673723 0,95 1,15 0,96 0,62 0,67 0,96
vacuolar protein sorting 54 (yeast) NM_016516 1,07 0,95 1,09 1,73 1,67 1,18 kinesin family member 14 NM_014875 0,91 0,97 0,80 0,62 0,76 0,79
alpha thalassemia/mental retardation syndrome 5 554557 135 1,48 0,90 173 1,58 1,10 aldehyde dehydrogenase 6 family, member AL BG399778 0,68 0,79 084 0,62 0,72 078

X-linked (RAD54 homolog, S. cerevisiae)
Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

IGF1

Gen

heme oxygenase (decycling) 1

zinc finger protein 84 (HPF2)
TPA-induced transmembrane protein

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

G protein-coupled receptor 37 (endothelin
receptor type B-like)

EPM2A (laforin) interacting protein 1
DKFZP564B147 protein

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
maternal G10 transcript

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid
potentiating activity, collagenase inhibitor)

sema domain, immunoglobulin domain (lg), short
basic domain, secreted, (semaphorin) 3C

activity-dependent neuroprotector

growth factor receptor-bound protein 14
neuronal cell adhesion molecule

Rho family GTPase 1

KIBRA protein

F-box protein 46

limitrin

TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase

granulin

E74-like factor 3 (ets domain transcription factor,
epithelial-specific )

growth arrest and DNA-damage-inducible, beta
activating transcription factor 3

S100 calcium binding protein A6 (calcyclin)

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 15A

jumoniji domain containing 1C

membrane protein, palmitoylated 6 (MAGUK p55
subfamily member 6)
headcase homolog (Drosophila)

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40
tissue inhibitor of metalloproteinase 2

H2A histone family, member Y2

slit homolog 2 (Drosophila)
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-
type motif 4

CDC-like kinase 1

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 12B

Ras-like without CAAX 1
protein kinase C binding protein 1
nucleoredoxin

‘gene bank

acession no.’

NM_002133
NM_003428
NM_024616

NM_012242

u87460

NM_014805
NM_015582
NM_004932
NM_003910

NM_003254

AI962897
NM_015339

NM_004490

NM_005010

U69563

AB020676
NM_012066
AW888223

AL556438
NM_002087
AF017307
NM_015675
NM_001674
NM_014624
NM_014330
A1694023
NM_016447
NM_016217
BF431360
NM_003255
NM_018649
AF055585
NM_019094
AI251890
AF324888

AF084462
NM_018634
NM_017821

biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

0,94
1,35
1,54

1,61

1,39
1,17
1,27
1,93
0,96

2,89

1,69
1,19

0,87

1,28

1,74
1,41
1,15
2,46
1,04
1,35
1,45
1,68
1,46
4,26
1,31
1,15
117
1,51
0,65
2,24
121
1,27
0,85
1,23
1,14
1,45

1,19
1,40

IGF-Il ds3

0,70
1,36
1,25
2,19

1,33
1,35
1,27
2,12
0,96

1,67

1,08
1,46

1,31

1,85

1,16
1,10
1,15
1,88
1,24
1,40
1,13
1,19
1,23
1,02
1,42
1,23
1,54
1,55
1,33
1,49
1,38
2,90
1,31
1,27
1,06
1,17

1,12
2,59

INSR ds1

0,89
1,13
0,84
1,33

1,06
1,01
0,86
1,09
0,93

1,03

1,08
0,94

0,92

1,01

0,97
1,07
1,03
0,92
0,86
0,92
0,88
1,04
1,00
0,91
0,96
0,88
1,03
0,96
0,80
1,09
0,99
1,09
0,99
0,97
1,03

1,02
0,97
0,96

IGF1R ds3

1,74
1,74
1,74

1,74

1,74
1,74
1,75
1,75
1,75

1,75

1,76
1,76

1,77

1,77

1,77
1,77
1,78
1,78
1,78
1,79
1,79
1,79
1,79
1,79
1,80
1,80
1,80
1,81
1,81
1,83
1,83
1,83
1,83
1,84
1,84
1,84

1,84
1,84

Rez. Mix

1,17
1,50
1,16
1,73

1,49
1,66
1,53
1,54
1,51

1,45

1,32
1,61

1,56

1,46

1,43
1,62
1,54
1,49
1,52
1,50
1,56
1,55
1,19
1,56
1,37
1,54
1,87
1,52
1,46
1,46
1,49
1,77
1,47
1,54
1,42
1,45

1,69
1,58

nonsens
e siRNA

1,13
0,97
1,28

1,17

1,09
0,96
0,88
1,46
1,07

1,40

1,08
1,09

0,81

1,22

1,02
1,44
1,03
122
1,20
1,29
1,35
1,39
1,25
1,08
1,17
1,08
1,21
1,27
1,28
1,13
1,07
1,47
111
1,13
1,18

1,00
0,81
1,18

Gen

polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59
subunit)

deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase)
origin recognition complex, subunit 3-like (yeast)
coenzyme Q3 homolog, methyltransferase (yeast)
/Il coenzyme Q3 homolog, methyltransferase
(yeast)

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 1 ///
RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 1
Yip1 interacting factor homolog (S. cerevisiae)
MCM6 minichromosome maintenance deficient 6
(MIS5 homolog, S. pombe) (S. cerevisiae)
KIAA0376 protein

inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine
kinase

sema domain, immunoglobulin domain (lg),
transmembrane domain (TM) and short
cytoplasmic domain, (semaphorin) 4G

ATPase, H+ transporting, lysosomal 70kDa, V1
subunit A

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5
(lysophosphatidic acid acyltransferase, epsilon)
anaphase promoting complex subunit 5 ///
anaphase promoting complex subunit 5

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade F
(alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium derived
factor), member 2

sema domain, transmembrane domain (TM), and
cytoplasmic domain, (semaphorin) 6B

seven transmembrane domain protein

interferon regulatory factor 3

cutC copper transporter homolog (E.coli)

solute carrier family 39 (zinc transporter), member

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit,
non-ATPase, 12

malic enzyme 2, NAD(+)-dependent, mitochondrial

ceramide kinase

mitochondrial ribosomal protein L17
aminomethyltransferase (glycine cleavage system
protein T)

poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1

MpV17 transgene, murine homolog,
glomerulosclerosis

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12

annexin A9

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP),
member 6

solute carrier family 37 (glycerol-6-phosphate
transporter), member 4

lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol
cyclase)

retinol dehydrogenase 11 (all-trans and 9-cis)
N-acylsphingosine amidohydrolase (acid
ceramidase)-like

COP9 constitutive photomorphogenic homolog
subunit 7A (Arabidopsis)

annexin A7

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39
CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 4
tubulin, gamma 1

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

NM_002692
NM_012145
AF125507

NM_017421

AL109955
NM_020470
NM_005915
AB002374
AF235049

NM_018121

NM_001690
NM_018361

T33068

NM_000934

NM_020241

NM_006326
NM_001571
NM_015960

D31887
Al446530
BC000147

NM_022766
AK026857

NM_000481
M32721
NM_002437
NM_016142
AF230929
AF308472
NM_001467
AW084510
AL096716
AK024677
AF193844
NM_004034

NM_005804
AL162074
NM_001070

IGF-Il ds1

0,81
0,71
0,92
0,78

0,77
0,79
0,83
1,03
1,07

0,86

0,79
0,95

0,76

0,83

0,69
0,85
0,88
0,75
0,74
0,69
0,70
1,02
0,83
0,90
0,73
0,81
0,74
0,54
0,74
0,71
0,73
0,99
0,86
0,78
0,96

0,72
0,89
0,68

IGF-Il ds3

0,78
0,90
0,83
0,74

1,04
0,92
1,13
1,02
0,88

0,60

0,74
0,94

0,88

0,66

0,68

1,00
0,82
0,81

0,66
0,77
1,07
1,31
0,81
0,88
1,00
0,73
1,03
0,63
0,78
0,88
0,78
1,14
0,87
0,81
0,76
0,97

0,95
0,74

INSR ds1

0,93
0,99
0,93
0,95

0,95
0,89
0,93
0,90
0,85

0,90

0,85
0,98

0,93

0,85

0,88
0,97
0,99
0,93
0,81
0,88
0,91

0,86
1,03

0,95
0,85
0,97
0,83
0,85
0,94
0,92
0,83
0,79
0,93
0,89
0,90
0,91

0,80
0,93

IGF1R ds3

0,62
0,62
0,62
0,62

0,62
0,62
0,62
0,62
0,62

0,62

0,62
0,62

0,62

0,62

0,62
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63

0,63
0,64
0,64

Rez. Mix

0,73
0,70
0,76
0,76

0,67
0,66
0,78
0,68
0,69

0,73

0,78
0,69

0,70

0,80

0,67
0,63
0,69
0,66
0,68
0,69
0,72
0,66
0,79
0,68
0,71
0,67
0,68
0,75
0,67
0,67
0,67
0,74
0,72
0,71
0,74

0,68
0,65
0,73

nonsense

SiRNA

0,83
0,74
0,74
0,72

0,88
0,85
0,86
0,98
0,97

0,87

0,85
0,87

0,83

1,08

0,70

1,06
0,79
0,93

0,89
0,73
1,11
1,20
0,77
0,83
0,76
0,74
0,81
0,70
1,07
1,22
0,79
0,94
0,86
0,82
0,91
0,79

0,95
0,73

113



Anhang

. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

IGF1

Gen

zinc finger protein 85 (HPF4, HTF1)
ectodermal-neural cortex (with BTB-like domain)
histone deacetylase 5

formin binding protein 1-like

protocadherin 17

neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 9

testis derived transcript (3 LIM domains)
cytochrome P450, family 26, subfamily B,
polypeptide 1

tuftelin 1

membrane-associated ring finger (C3HC4) 3
defensin, alpha 5, Paneth cell-specific
insulin-like growth factor 2 receptor

Rho family GTPase 3
Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta

pre-B-cell leukemia transcription factor interacting
protein 1

deoxyribonuclease I-like 3

Cyclin G2

hypothetical protein FLJ10260

CAAX box 1

zyxin

Microtubule-associated protein 1B

vesicle amine transport protein 1 homolog (T
californica)

dihydropyrimidinase-like 2

protective protein for beta-galactosidase
(galactosialidosis)

CK2 interacting protein 1; HQ0024c protein
UPF3 regulator of nonsense transcripts homolog
B (yeast)

Rho-guanine nucleotide exchange factor
jagged 1 (Alagille syndrome)
palmdelphin

pellino homolog 1 (Drosophila)
hypothetical protein FLJ10652
Cbp/p300-interacting transactivator, with
Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2
epithelial protein lost in neoplasm beta
cerberus 1 homolog, cysteine knot superfamily
(Xenopus laevis)
dihydropyrimidinase-like 3

chimerin (chimaerin) 1

polypyrimidine tract binding protein 2
jumoniji domain containing 1A

Ras-related GTP binding C

SRY (sex determining region Y)-box 4

ring finger protein 44
adrenomedullin

synaptotagmin XI

‘gene bank

acession no.’

NM_003429
AF010314
NM_005474
AW270932
NM_014459

AL136139
NM_015641
NM_019885
NM_020127
AW593996

NM_021010
BG031974

BG054844

NM_001175
NM_020524

NM_004944
AW134535
NM_018042
NM_003928
NM_003461
AL523076

BC001913
NM_001386
NM_000308
NM_016274
NM_023010
NM_022448
U73936

NM_017734

NM_020651
NM_018169

NM_006079
BC001247
NM_005454
W72516
BF339445
NM_021190
AA524505

AK023373

NM_003107

NM_014901
NM_001124

AA626780

biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

1,49
1,46
0,98
1,67
1,57
1,60
1,80
2,70
2,22
1,18
1,38
1,15
1,88
1,48
1,44
1,22
1,23
1,40
1,48
1,83
174
1,76
2,05
1,03
1,77
1,13
1,13
1,10
1,42
0,98
1,27
1,56
2,77
1,07
1,51
1,19
1,27
1,28
114

1,39

1,60
1,20

1,16

IGF-Il ds3

1,67
1,40
1,04
1,83
2,29
1,42
1,59
3,45
1,38
0,97
2,07
1,18
1,57
1,02
1,37
0,89
1,93
1,42
1,34
1,17
2,59
1,45
2,12
0,96
2,18
1,26
0,95
1,63
2,86
1,45
1,69
1,49
1,34
1,32
1,84
2,17
1,36
1,22
1,15

1,99

1,98
1,67

1,79

INSR ds1

0,88
0,93
1,06
0,82
0,98
1,03
0,84
1,03
1,03
1,08
1,02
0,99
1,04
1,22
0,96
1,15
0,90
1,00
0,91
0,84
1,09
0,99
0,85
0,97
0,88
0,92
1,04
0,81
0,98
1,05
0,94
0,81
0,96
1,16
1,11
0,92
1,11
0,89

0,97
0,86

0,96
1,25

0,99

IGF1R ds3

1,85
1,85
1,85
1,85
1,85
1,86
1,87
1,87
1,87
1,87
1,88
1,88
1,88
1,89
1,89
1,90
1,91
1,92
1,93
1,93
1,93
1,93
1,94
1,95
1,95
1,96
1,96
1,97
1,97
1,97
1,98
1,98
1,99
2,00
2,01
2,01
2,01
2,01
2,03

2,04

2,05
2,06

2,07

Rez. Mix

1,45
1,45
1,64
1,46
2,02
1,51
1,29
1,92
1,53
1,56
2,03
1,58
1,84
1,76
1,53
1,65
1,42
1,59
1,77
1,46
1,37
1,47
1,67
1,57
1,50
1,63
1,66
1,54
2,57
1,76
1,50
1,70
1,71
1,69
1,58
1,46
1,83
1,56
1,43

1,69

1,73
1,72

1,53

nonsens
e siRNA
0,97
1,23
1,21
1,19
0,78
1,30
1,04
1,06
0,73
1,23
0,94
0,96
1,07
0,97
1,34
1,03
1,44
1,33
1,03
1,40
0,98
1,25
1,20
1,35
1,30
1,11
0,97
1,22
0,70
1,04
1,48
0,83
1,27
1,10
1,08
1,06
1,46
1,15

1,40
1,19

1,27
1,06

1,08

F-box protein 5

dudulin 2

seryl-tRNA synthetase 2

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
squalene epoxidase

solute carrier family 35 (UDP-N-acetylglucosamine
(UDP-GIcNAC) transporter), member A3

complement component 4 binding protein, beta
nipsnap homolog 1 (C. elegans)

FLJ23311 protein

NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 7
deoxyhypusine synthase

asparagine-linked glycosylation 5 homolog (yeast,
dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase)
dynamin 1

hypothetical protein FLJ11273

CGI-49 protein

coatomer protein complex, subunit zeta 1

WD repeat domain 18

dynactin 4 (p62)

chromosome 20 open reading frame 172

signal recognition particle 72kDa

hypothetical protein FLJ10407

Coenzyme A synthase

fatty acid desaturase 2

target of myb1-like 1 (chicken)
mannose phosphate isomerase
polynucleotide kinase 3'-phosphatase

WDA40 repeat protein Interacting with
phospholnositides of 49kDa

chromosome 9 open reading frame 76

MyoD family inhibitor domain containing /// MyoD
family inhibitor domain containing

CD164 antigen, sialomucin

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase
nitrilase 1

epithelial V-like antigen 1

nucleolar protein 7, 27kDa

SFRS protein kinase 1

glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like
myotubularin related protein 4

acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched
chain

6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase/dimerization
cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 alpha
(TCF1)

phosphofructokinase, liver

RAN binding protein 5

cell division cycle associated 3 /// cell division
cycle associated 3

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

NM_012177
NM_018234
NM_017827
R52647
AF098865
NM_012243
NM_000716
AW083371

NM_024680
AL080111
NM_001930
NM_013338
AF035321
AV705186
NM_016002

NM_016057
BC001648

NM_016221
NM_024918
NM_001222
NM_018087

NM_025233
NM_004265
NM_005486
NM_002435
NM_007254
NM_017983
NM_024945
AF054589

NM_006016
NM_004360

NM_012203
NM_005600
NM_005797

NM_016167
AW082913
AA135522
AB014547

NM_001609

NM_000281

NM_002626
AF339834

NM_031299

IGF-Il ds1

088
1,01
0,86
0,58
0,76
0,99
0,44
0,70
0,83
1,63
0,87
0,56
1,26
082
051
0,84
083
075
075
072
078
0,62
0,79
1,06
0,72
0,90
1,36
0,56
0,95
1,14
1,10
0,80
0,79
074
0,80
0,82
0,88
0,82

0,75
0,79

0,92
0,65
0,87

IGF-Il ds3

1,11
0,90
0,87
0,58
0,98
0,88
0,32
0,79
1,03
0,98
0,99
0,91
0,88
117
0,64
0,54
0,87
1,01
1,01
0,66
0,84
0,75
0,94
1,01
0,79
0,95
0,97
1,07
0,94
1,00
0,70
0,89
0,71
0,55

0,76
0,94
1,11
1,04
0,69

0,72

0,95
0,78
0,82

INSR ds1

0,93
0,95
0,94
0,88
0,80
0,87
0,84
0,84
0,88
0,78
1,00
0,81
0,93
0,70
0,85
0,80
0,89
0,96
0,85
0,88
0,98
0,97
0,74
0,87
0,96
0,96

0,89
0,91
0,88
0,85
0,96
0,97
0,91
0,87

1,03
1,02
0,73
0,90
0,98

0,88

0,92
0,88
0,95

IGF1R ds3

0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65

0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,66
0,66
0,66

0,66
0,66

0,66
0,66
0,66

Rez. Mix

0,74
0,71
0,63
0,87
0,67
0,78
0,76
0,71
0,76
0,67
0,74
0,68
0,69
0,70
0,72
0,71
0,68
0,75
0,77
0,71
0,80
0,71
0,68
0,72
0,67
0,64
0,75
0,75
0,72
0,68
0,76
0,67
0,68
0,73

0,78
0,70
0,81
0,64
0,78

0,72

0,74
0,71
0,83

nonsense

SiRNA

0,89
0,86
0,92
0,75
0,90
1,00
0,75
0,92
0,78
1,39
0,96
0,70
0,83
0,80
0,77
0,75
0,83
0,91
0,74
0,69
0,69
0,84
0,77
1,15
0,80
0,85
1,17
0,90
0,94
0,75
0,95
0,96
0,73
0,76
0,71
0,73
0,83
0,92
1,10

0,94

0,94
0,75
0,88

114



Anhang

. \ Fortsetzung Tabelle A: Gene, durch IGF1R-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

| IBFIR |
% ;
~— biologisch relevant reguliert
‘gene bank . nonsens ‘gene bank . nonsense
Gen IGF-Il ds1 IGF-11 ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix Gen IGF-Il ds1 IGF-I1 ds3 INSR ds1 IGF1IR ds3 Rez. Mix
acession no.’ e siRNA acession no.’ SiRNA
ephrin-A4 NM_005227 1,06 1,62 0,96 2,08 1,54 1,36 nucleoporin 37kDa NM_024057 0,72 0,74 0,89 0,66 0,71 0,69
chromosome 9 open reading frame 3 BG036668 131 1,62 1,10 2,08 1,99 1,20 (malegﬂf)c“""""y"c"enzyme A carboxylase 1. NM_020166 0,69 077 0,89 0,66 071 076
inositol hexaphosphate kinase 2 NM_016291 1,40 1,30 1,03 2,09 1,80 1,34 ubiquinol-cytochrome c reductase core protein | NM_003365 0,86 0,95 0,89 0,66 0,71 0,98
SNF1-like kinase /// SNF1-like kinase NM_030751 1,65 1,04 0,96 2,12 1,84 1,44 protein disulfide isomerase-associated 6 NM_005742 0,73 0,86 0,87 0,66 0,77 0,69
insulin receptor substrate 2 AF073310 1,36 1,82 1,06 2,12 1,94 1,15 lactamase, beta 2 NM_016027 0,85 0,87 0,86 0,66 0,77 1,19
'parloe[”e‘i:;‘"Sfo’m'”g growth factor beta binding AI986120 2,26 2,33 117 2,14 2,06 1,16 sex comb on midleg-like 1 (Drosophila) BF001786 0,70 0,72 0,92 0,66 073 0,82
ﬂt‘em)”"“' AT rich interactive domain 18 (RBP2- 1 06618 145 152 095 215 1,63 1,36 ADP-ribosylation factor-like 1 BE890745 084 087 091 0,66 081 096
nicotinamide N-methyltransferase NM_006169 1,20 1,25 1,08 2,16 1,77 1,15 ilvB (bacterial acetolactate synthase)-like NM_006844 0,83 1,01 0,92 0,66 0,74 0,89
KIAA0980 protein NM_025176 1,26 2,00 0,96 2,18 1,63 1,23 glutathione S-transferase kappa 1 NM_015917 0,94 0,74 0,91 0,66 0,71 0,90
TSPY-like 4 AL050331 0,81 1,87 0,96 2,19 1,88 1,01 5-nucleotidase, ecto (CD73) NM_002526 1,00 0,66 112 0,66 0,77 0,96
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 L14561 1,80 2,01 0,92 2,21 1,87 1,26 inhibitor of DNA binding 4, dominant negative AW157094 0,61 0,90 0,86 0,66 0,80 0,70
helix-loop-helix protein
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 NM_001554 3,67 1,88 1,09 2,21 1,82 1,11 Insulin-like growth factor 1 receptor Al830698 1,04 1,09 0,86 0,66 0,67 0,86
transforming growth factor, beta 2 M19154 1,81 1,58 1,10 2,22 1,57 1,04 FLJ20298 protein NM_017752 0,87 0,89 0,89 0,66 0,79 0,81
proline-rich nuclear receptor coactivator 1 AF279899 1,34 1,35 0,87 2,23 1,76 1,41 AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) BG287862 1,31 0,93 0,88 0,66 0,74 1,32
cysteine conjugate-beta lyase; cytoplasmic
growth differentiation factor 15 BC000529 1,07 0,63 1,07 2,23 1,93 0,90 (glutamine transaminase K, kyneurenine NM_004059 1,10 0,91 0,93 0,66 0,73 0,81
aminotransferase)
midline 1 (Opitz/BBB syndrome) BE967532 1,26 1,30 0,89 2,25 1,81 1,31 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1~ AL050217 1,00 0,71 0,93 0,66 0,74 1,12
prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) AlI675173 1,52 4,38 0,99 2,33 2,26 1,24 myosin VC NM_018728 0,96 1,18 0,94 0,66 0,74 141
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa ~ NM_000597 2,76 2,23 0,82 2,34 2,01 1,00 lamin B receptor NM_002296 0,82 1,14 0,82 0,66 0,73 0,87
dolichyl-phosphate (UDP-N-acetylglucosamine) N-
fls485 NM_015931 1,17 0,98 1,04 2,36 1,74 1,08 acetylglucosaminephosphotransferase 1 (GIcNAc- ~ BC000325 0,84 0,89 0,92 0,66 0,71 0,72
1-P transferase)
fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 NM_013281 2,02 2,15 0,81 2,39 1,48 1,37 sterol O-acyltransferase 2 AF059203 0,71 0,53 1,17 0,67 0,74 1,26
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper .
transcription factor 2 AK027193 1,96 1,67 0,99 2,46 1,76 1,20 B9 protein NM_015681 0,77 0,81 1,01 0,67 0,72 0,78
chromosome 8 open reading frame 4 NM_020130 1,34 1,99 0,90 2,49 1,98 0,74 mitochondrial ribosomal protein L39 NM_017446 0,75 0,54 0,96 0,67 0,78 0,79
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) R78668 1,30 1,19 1,09 2,50 1,80 1,48 chromosome 14 open reading frame 139 NM_024633 1,00 0,70 0,95 0,67 0,73 0,97
annexin Al NM_000700 4,74 1,23 1,11 2,51 1,87 0,96
cystatin A (stefin A) NM_005213 0,95 0,90 1,03 2,55 1,68 0,89
A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 AB003476 5,16 2,71 0,94 2,67 1,64 1,43
signal transducer and activator of transcription 4 NM_003151 1,25 1,01 1,15 2,74 1,99 1,02
g";g:;reg”"“ (schwannoma-derived growth NM_001657 1,84 6,58 0,90 2,76 2,23 1,34
platelet derived growth factor C NM_016205 1,93 1,96 0,85 2,79 2,17 1,14
downregulated in ovarian cancer 1 NM_014890 1,95 2,09 0,86 2,97 1,81 1,16
four and a half LIM domains 2 NM_001450 4,54 2,06 114 2,99 2,04 1,42
| factor (complement) NM_000204 0,64 0,63 0,81 3,00 2,25 0,91
follistatin NM_013409 1,35 1,85 1,00 3,25 3,63 0,80
actin, alpha 1, skeletal muscle NM_001100 4,03 4,18 0,96 3,35 2,00 1,39
leucine-rich repeat-containing G protein-coupled AF062006 201 211 134 338 2,86 112
receptor 5
fibrinogen-like 1 NM_004467 0,75 0,69 1,15 3,78 3,80 0,80
chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican) BF590263 4,24 4,27 0,95 3,86 2,62 1,48
lactate dehydrogenase B NM_002300 1,18 1,07 1,18 4,00 2,51 0,98
calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299 3,98 2,61 1,02 5,32 2,70 1,46

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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\'"jﬂj Tabelle B: Gene, durch INSR-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

biologisch relevant reguliert

‘gene bank . nonsense ‘gene bank . nonsense

Gen . IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix : Gen : IGF-Il ds1 IGF-11 ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix .

acession no.’ siRNA acession no.' siRNA
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade G
(C1 inhibitor), member 1, (angioedema, NM_000062 0,50 1,23 0,54 0,85 0,89 1,04 fatty acid desaturase 1 BE540552 0,53 1,09 0,60 0,38 0,42 0,75
hereditary)
paraoxonase 2 NM_000305 1,01 1,00 054 0,92 0,72 LS e e 1 umor BC006088 0,99 0,83 0,60 0,80 067 098
protein tyrosine phosphatase, receptor type, K NM_002844 1,27 1,12 0,55 1,44 0,99 1,14 :gzlrﬁiﬁ i?;:éméf&?;;;zg; protein (protease NM_000484 1,30 0,91 0,64 1,45 1,50 0,88
centrin, EF-hand protein, 2 BC005334 0,57 0,81 0,55 0,98 0,79 0,80 liver-specific bHLH-Zip transcription factor NM_015925 0,97 1,38 0,66 1,30 1,08 1,02
mesoderm specific transcript homolog (mouse) NM_002402 1,32 1,55 0,59 1,05 0,83 1,09

o

® Tabelle C: Gene, durch gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen

signifikant und biologisch relevant reguliert

‘gene  bank i nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen . IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix . Gen . IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1IR ds3 Rez. Mix .
acession no.’ SiRNA acession no.’ SiRNA
carboxypeptidase B2 (plasma,
carboxypeptidase U)
amyloid beta (A4) precursor protein (protease cytochrome c oxidase subunit Vlla polypeptide
nexin-Il, Alzheimer disease) 2 like
granulin NM_002087 1,35 1,40 0,92 1,79 1,50 1,29 LR8 protein NM_014020 0,52 0,84 0,70 0,33 0,40 1,41
SRB7 suppressor of RNA polymerase B

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis

type 1 (E. coli) U04045 0,88 1,03 0,91 0,33 0,39 0,87

NM_016413 0,44 0,83 1,03 1,33 1,50 0,67

NM_000484 1,30 0,91 0,64 1,45 1,50 0,88 NM_004718 0,98 0,83 0,90 0,38 0,40 1,15

homolog (veast AI688580 1,42 1,15 0,97 1,72 1,50 1,04 alanyl-tRNA synthetase NM_001605 0,64 0,83 1,00 0,35 0,40 072
hypothetical protein FLJ10652 NM_018169 1,27 1,69 0,94 1,98 1,50 1,48 inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 NM_014214 0,95 1,03 0,83 0,37 0,41 1,11
zinc finger protein 84 (HPF2) NM_003428 135 136 113 1,74 1,50 097 !ke'y ortholog of mouse hypoxia induced gene NM_014056 1,04 082 083 034 042 094
{;‘;’;g[“’cne?f)mma receptor 2 (interferon gamma 1 05534 137 134 1,02 164 1,50 147 fatty acid desaturase 1 BE540552 053 1,09 0,60 038 042 0,75
CK2 interacting protein 1; HQ0024c protein NM_016274 1,77 2,18 0,88 1,95 1,50 1,30 fatty acid binding protein 1, liver NM_001443 0,50 0,64 0,70 0,37 0,43 0,74
E’:::t)p’e'mRNA processing factor 3 homolog NM_004698 0,97 1,00 1,01 1,63 151 0,84 clathrin, light polypeptide (Lca) NM_007096 0,97 0,98 0,80 0,45 0,45 0,98
maternal G10 transcript NM_003910 0,96 0,96 0,93 175 151 1,07 HSPC009 protein NM_014019 0,76 087 097 0,38 0,45 078
neural precursor cell expressed, g

developmentally down egulated 9 AL136139 1,60 1,42 1,03 1,86 1,51 1,30 synaptobrevin-like 1 NM_005638 0,95 0,82 0,92 0,32 0,45 0,95

. . . solute carrier family 22 (organic cation

TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase AL556438 1,04 1,24 0,86 1,78 1,52 1,20 transporter), member 18 NM_002555 0,90 0,58 1,00 0,40 0,46 0,80
headcase homolog (Drosophila) NM_016217 151 155 0,96 181 152 127 ?"\:'XE’SS))'E"““BSE B (flavin reductase NM_000713 0,83 0,49 0,91 0,46 0,46 0,68
5'-nucleotidase, cytosolic Il BC001595 1,18 1,15 0,92 1,50 1,52 0,95 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 NM_000904 0,57 0,53 0,92 0,42 0,48 0,78
DKFZP564B147 protein NM_015582 1,27 1,27 0,86 1,75 1,53 0,88 male-enhanced antigen NM_014623 0,96 0,87 0,87 0,38 0,49 077
pre-B-cell leukemia transcription factor NM_020524 144 137 096 1,89 153 134 aminoacylase 1 NM_000666 0,70 052 096 042 050 0,90
interacting protein 1

thymosin, beta 10 NM_021103 1,45 1,29 0,96 1,69 1,53 0,83 carbonic anhydrase II M36532 0,45 0,48 0,88 0,38 0,51 071

) fumarylacetoacetate hydrolase
tuftelin 1 NM_020127 2,22 1,38 1,03 1,87 1,53 0,73 (lumatylacetoacetase) NM_000137 0,70 0,56 0,94 0,45 0,51 072
. TAF12 RNA polymerase I, TATA box binding
synaptotagmin XI AA626780 1,16 1,79 0,99 2,07 1,53 1,08 protein (TBP) associated factor, 20kDa D50544 0,86 0,82 1,00 0,46 0,51 0,79
cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) NM_004932 1,93 2,12 1,09 1,75 154 1,46 dicarbonyl/L-xylulose reductase NM_016286 0,63 0,69 0,90 0,43 0,52 0,86
jumonji domain containing 1C AI694023 115 1,23 0,88 1,80 1,54 1,08 g:gf‘e"l':‘ hormone inducible transmembrane AL136713 0,78 084 0,87 041 052 0,88
. solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;

ephrin-A4 NM_005227 1,06 1,62 0,96 2,08 1,54 1,36 ornithine transporter) member 15 NM_014252 0,71 0,58 0,90 0,40 0,52 072
jagged 1 (Alagille syndrome) U73936 1,10 1,63 0,81 1,97 154 1,22 gf‘;gﬁ"lm"g' acidic coiled-coil containing NM_006283 0,86 0,84 0,84 0,42 0,53 0,71
CDC-like kinase 1 AI251890 1,23 1,27 0,97 1,84 1,54 1,13 CGI-119 protein NM_016056 0,94 0,94 0,80 0,47 0,53 0,90
F-box protein 46 NM_012066 1,15 1,15 1,03 1,78 1,54 1,03 mitochondrial ribosomal protein L9 BC004517 0,92 0,98 0,87 0,50 0,53 0,85

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Gen

growth arrest and DNA-damage-inducible, beta

hematopoietically expressed homeobox
Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF)
2

RAN binding protein 6
hypothetical protein FLJ20729

jumoniji domain containing 1A

S$100 calcium binding protein A6 (calcyclin)
growth factor receptor-bound protein 14
membrane-associated ring finger (C3HC4) 3

E74-like factor 3 (ets domain transcription
factor, epithelial-specific )

fibronectin leucine rich transmembrane protein
2

transforming growth factor, beta 2

protective protein for beta-galactosidase
(galactosialidosis)

drebrin 1

nucleoredoxin
dihydropyrimidinase-like 3
hypothetical protein FLJ10404

alpha thalassemia/mental retardation syndrome
X-linked (RAD54 homolog, S. cerevisiae)

insulin-like growth factor 2 receptor
hypothetical protein FLJ10260
cadherin 19, type 2

SET binding protein 1

fibronectin type 11l domain containing 3B
death-associated protein kinase 1
coagulation factor XlII, B polypeptide
activity-dependent neuroprotector

KIBRA protein

UPF3 regulator of nonsense transcripts
homolog B (yeast)

Jumoniji, AT rich interactive domain 1B (RBP2-
like)

fibronectin 1

KIAA0980 protein

A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12
histone deacetylase 5

C-type lectin domain family 2, member B
deoxyribonuclease I-like 3

EPM2A (laforin) interacting protein 1
Rho-guanine nucleotide exchange factor
dihydropyrimidinase-like 2

vacuolar protein sorting 54 (yeast)

cystatin A (stefin A)

‘gene bank

acession no.’

NM_015675
NM_001529
BF439282

Al123233
NM_017953

AA524505

NM_014624
NM_004490

AW593996
AF017307
NM_013231
M19154
NM_000308
NM_004395

NM_017821
W72516
NM_019057
Al650257

BG031974
NM_018042
NM_021153

NM_015559

NM_022763

NM_004938
NM_001994
NM_015339
AB020676

NM_023010

NM_006618
AF130095

NM_025176
AB003476

NM_005474
BC005254

NM_004944
NM_014805
NM_022448
NM_001386
NM_016516

NM_005213

unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

1,68
1,28
1,33

1,60

1,45
1,31
1,26
5,16
0,98
1,26
1,22
117
1,13
2,05
1,07

0,95

IGF-Il ds3

1,19
1,27
1,22

1,26

1,52
1,36
2,00
2,71
1,04
1,42
0,89
1,35
0,95
2,12
0,95

0,90

INSR ds1

1,04
0,97
0,98

1,01

0,97
0,85

0,96
1,11
0,97
0,90
0,99
1,00
0,99
0,96
1,01
0,95
1,12
0,94
1,07

0,92

0,95
1,05
0,96
0,94
1,06
1,10
1,15
1,01
1,04
0,85
1,09

1,03

IGF1R ds3

1,79
1,51
1,72

1,58

2,15
1,57
2,18
2,67
1,85
1,65
1,90
1,74
1,96
1,94
1,73

2,55

Rez. Mix

1,55
1,55
1,55

1,55

1,63
1,63
1,63
1,64
1,64
1,64
1,65
1,66
1,66
1,67
1,67

1,68

nonsense
SiRNA

1,39
1,17
1,28

1,10

0,88

1,18
1,08
1,21
1,10
0,96
1,33
117
1,40
1,07
1,17
0,73
1,09
1,44
1,11

1,36
1,14
1,23
1,43
1,21
0,94
1,03
0,96
0,97
1,20
1,18

0,89

Gen

membrane cofactor protein (CD46, trophoblast-
lymphocyte cross-reactive antigen)

septin 10

sialidase 1 (lysosomal sialidase)
NAD(P)H:quinone oxidoreductase type 3,
polypeptide A2

phosphorylase, glycogen; liver (Hers disease,
glycogen storage disease type VI)

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
citrate transporter), member 1

putative MAPK activating protein
serum/glucocorticoid regulated kinase-like
pyruvate dehydrogenase complex, component
X

epoxide hydrolase 2, cytoplasmic

sterol-C4-methyl oxidase-like

biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase;
breast epithelial mucin-associated antigen)

phosphoglucomutase 1

acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2
(acetoacetyl Coenzyme A thiolase)

R3H domain (binds single-stranded nucleic
acids) containing

aprataxin

glutathione S-transferase A4

pro-oncosis receptor inducing membrane injury
gene

golgi phosphoprotein 2

adiponutrin

chromosome 21 open reading frame 33
v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog
(avian)-like 2

procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2

chromosome 21 open reading frame 45
hypothetical protein FLJ22390

interleukin-1 receptor-associated kinase 1
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
pseudogene 1

peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase
enoyl Coenzyme A hydratase domain
containing 3

CDNA FLJ42949 fis, clone BRSTN2006583
fibroblast growth factor receptor 4

exosome component 2

nuclear protein E3-3

outer mitochondrial membrane cytochrome b5
NHL repeat containing 2

uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton
carrier)

crystallin, zeta (quinone reductase)
3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A
lyase (hydroxymethylglutaricaciduria)
tetratricopeptide repeat domain 15

ELOVL family member 6, elongation of long
chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-like,
yeast)

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

NM_002389
BF966021
us4246

NM_016243
NM_002863

U25147

Al983505
NM_013257

NM_003477
AF233336
193162
NM_004332
NM_002633
BC000408

NM_015361
NM_017692
NM_001512
BG538627

NM_016548
NM_025225
NM_004649
NM_002466

Al754404

NM_018944
NM_022746
NM_001569

NM_005758
NM_006117

NM_024693
AL109716
NM_002011
BC000747
BC002873
AW235051
NM_017687
U94592
NM_001889
NM_000191
NM_016030

NM_024090

IGF-Il ds1

0,86
0,96
1,23

1,14

0,75
0,66

0,98
0,70
0,60
112
0,95
0,70
0,81
0,72
0,85
0,77
0,44
0,89
0,84

0,78

0,58
0,69
0,65
0,71
0,58
0,90
0,77
1,00
0,95
0,87
0,84

0,85

IGF-Il ds3

0,78
1,09
0,99

0,88

0,79
0,64
0,70
0,76
0,59
0,85
0,94
0,88
0,63
0,94
0,84

0,98

INSR ds1

0,85
0,81
0,79

0,96

0,96
0,76

0,82
0,92
0,89
0,85
0,84
0,75
0,98
0,85

0,96
0,93
0,93
0,98
0,96

0,93

0,91
0,78
0,87
0,98
0,97
0,80
0,88
0,81
0,86
0,98
0,96

0,86

Fortsetzung Tabelle C: Gene, durch gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu

IGF1R ds3

0,52
0,53
0,59

0,51

0,58
0,57
0,55
0,56
0,50
0,56
0,57
0,59
0,48
0,55
0,59

0,57

Rez. Mix

0,54
0,54
0,54

0,55

0,57
0,58
0,58
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,60
0,60
0,60

0,60

0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,62
0,62
0,62
0,62

0,62

nonsense

siRNA

117

1,03
0,83
1,30

0,73

0,90
0,87
0,70
0,99
1,14
0,78
0,83
0,88
1,08
1,05
0,68
0,70
1,16

0,77

1,14
0,87
0,76
0,68
0,72
0,88
0,95
0,90
0,77
1,09
0,71

0,88



Anhang
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| Rez Mix |

Gen

SRY (sex determining region Y)-box 4
protein kinase C binding protein 1

cerberus 1 homolog, cysteine knot superfamily
(Xenopus laevis)

son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

Cbp/p300-interacting transactivator, with
Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2
epithelial protein lost in neoplasm beta

adrenomedullin
ring finger protein 44
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

collagen, type V, alpha 2

fls485

insulin-like growth factor binding protein 1

potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 8

pellino homolog 1 (Drosophila)

Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta
BTB and CNC homology 1, basic leucine
zipper transcription factor 2

proline-rich nuclear receptor coactivator 1
slit homolog 2 (Drosophila)

nicotinamide N-methyltransferase

CAAX box 1

inositol hexaphosphate kinase 2
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57,
Kip2)

midline 1 (Opitz/BBB syndrome)

downregulated in ovarian cancer 1

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
polypyrimidine tract binding protein 2
Rho family GTPase 3

SNF1-like kinase /// SNF1-like kinase

membrane protein, palmitoylated 6 (MAGUK
p55 subfamily member 6)

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane
1

annexin Al

TSPY-like 4

cytochrome P450, family 26, subfamily B,
polypeptide 1

growth differentiation factor 15

insulin receptor substrate 2

chromosome 8 open reading frame 4
chromosome 9 open reading frame 3

signal transducer and activator of transcription
4

‘gene bank

acession no.’

NM_003107
NM_018634

NM_005454
113857
NM_006079
BC001247
NM_001124

NM_014901
NM_012242

AL575735

NM_015931

NM_000596

BF514158
NM_020651
NM_001175
AK027193

AF279899

AF055585
NM_006169
NM_003928
NM_016291

R78668
BE967532

NM_014890

NM_001554
NM_021190
BG054844

NM_030751
NM_016447
114561
NM_000700
AL050331

NM_019885

BC000529
AF073310
NM_020130
BG036668

NM_003151

unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

1,39
1,19
1,07
1,31
1,56
2,77
1,20

1,60
1,61
1,12

0,87

1,16
0,98
1,48
1,96

1,34
1,27
1,20
1,48
1,40

1,30
1,26

3,67
127
1,88
1,65
117
1,80
4,74
081
2,70
1,07
1,36
1,34
131
1,25

IGF-Il ds3

1,99
1,12
1,32

1,26

1,85
1,45
1,02
1,67
1,35
2,90
1,25
1,34
1,30

1,19
1,30

2,09

1,88
1,36
1,57
1,04
1,54
2,01
1,23
1,87
3,45
0,63
1,82
1,99
1,62
1,01

INSR ds1

0,86
0,97

1,16
1,07
0,81
0,96
1,25

0,96
1,33
0,86

0,99

1,11
1,05
1,22
0,99

0,87
1,09
1,08
0,91
1,03

1,09
0,89

1,09
111
1,04
0,96
1,03
0,92
111
0,96
1,03
1,07
1,06

0,90
1,10

1,15

IGF1R ds3

2,04
1,84
2,00

1,68

1,48
1,97
1,89
2,46
2,23
1,83
2,16
1,93
2,09

2,50
2,25

2,97

2,21
2,01
1,88
2,12
1,80
2,21
2,51
2,19
1,87

2,23
2,12
2,49
2,08
2,74

Rez. Mix

1,69
1,69
1,69
1,69
1,70
1,71
1,72

1,73
1,73
1,73

1,74

1,74
1,76
1,76
1,76

1,76
1,77
1,77
1,77
1,80

1,80
1,81

1,82
1,83
1,84
1,84
1,87
1,87
1,87
1,88
1,92
1,93
1,94
1,98
1,99
1,99

nonsense
SiRNA

1,19
0,81
1,10
1,27
0,83
1,27
1,06

1,27
1,17
1,15

0,82

1,16
1,04
0,97
1,20

1,41
1,47
1,15
1,03
1,34

1,48
131

111
1,46
1,07
1,44
121
1,26
0,96
1,01
1,06
0,90
1,15
0,74
1,20
1,02

Gen

mitogen-activated protein kinase 9

popeye domain containing 3

two pore segment channel 1
N-acetylneuraminic acid synthase (sialic acid
synthase)

galactose-1-phosphate uridylyltransferase

ATPase, Class V, type 10D

lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase
(Wolman disease)

farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1
butyrophilin, subfamily 3, member A2
homogentisate 1,2-dioxygenase
(homogentisate oxidase)

GPAA1P anchor attachment protein 1 homolog
(yeast)

queuine tRNA-ribosyltransferase 1 (tRNA-
guanine transglycosylase) /// queuine tRNA-
ribosyltransferase 1 (tRNA-guanine
transglycosylase)

scavenger receptor class B, member 1

phosphatidylinositol glycan, class F

seven transmembrane domain protein

protein disulfide isomerase-associated 4
asparagine-linked glycosylation 6 homolog
(yeast, alpha-1,3-glucosyltransferase)
seryl-tRNA synthetase 2

E-1 enzyme

polynucleotide kinase 3'-phosphatase
phytanoyl-CoA hydroxylase (Refsum disease)

opioid receptor, sigma 1

immature colon carcinoma transcript 1
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S
protein 7, 20kDa (NADH-coenzyme Q
reductase) /// NADH dehydrogenase
(ubiquinone) Fe-S protein 7, 20kDa (NADH-
coenzyme Q reductas

bleomycin hydrolase

myotubularin related protein 4

signal peptidase complex subunit 3 homolog
(S. cerevisiae)

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
oxoglutarate carrier), member 11
polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17
subunit)

TNF receptor-associated protein 1

radical S-adenosyl methionine domain
containing 1

chromosome 6 open reading frame 48
solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine
translocase), member 20

ribonuclease H2, large subunit

CD302 antigen

cyclin J

zinc finger, MYND domain containing 11

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’
W37431
NM_022361
NM_017901
NM_018946
NM_000155
Al478147
NM_000235

AAB72727
BC002832

NM_000187

NM_003801

NM_031209

NM_005505
NM_002643
NM_006326
BC000425

NM_013339

NM_017827
NM_021204
NM_007254
NM_006214

NM_005866
NM_001545

BC005954

NM_000386
AB014547

NM_021928
NM_003562
BC004170

NM_016292
NM_018346
NM_016947
BC001689

NM_006397
NM_014880
NM_019084
BE250417

NM_006892

IGF-Il ds1

0,85
0,71
1,10
0,54
0,69
0,68
1,08

0,72
0,91
0,65

0,76

0,55
0,91
0,85
0,66

0,89
0,86
0,76
0,90
0,77

0,66
0,79

0,91
0,82
0,96
0,51
0,64
0,66
0,66
0,73
0,55
0,84
0,80
0,93
1,22
0,84

IGF-Il ds3

1,01
0,88
0,68
0,75
0,66
0,75
0,98

0,86
0,65
0,74

0,87

0,59
0,76
1,00
0,91

0,76
0,87
0,78
0,95
0,87

0,77
0,73

0,80
1,04

0,72
0,84
0,77
0,73
0,76
0,86
0,56
1,07
0,70
1,48
1,39
0,93

INSR ds1

0,83
0,80

0,99
0,89
1,04
0,85
0,83

0,77
0,97
0,93

1,02

0,92
0,92
0,97
0,90

0,92
0,94
0,91
0,96
0,89

0,87
0,94

0,97
0,90
0,95
0,93
0,86
1,00
0,90
0,97
0,94

0,90
0,80
0,86
0,97

0,96

Fortsetzung Tabelle C: Gene, durch gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu

IGF1R ds3

0,55
0,62
0,59

0,57

0,49
0,56
0,63
0,52

0,59
0,64
0,51
0,65
0,52

0,61
0,57

0,67
0,69
0,58
0,57
0,49
0,67
0,61
0,56

Rez. Mix

0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62

0,62
0,62
0,63

0,63

0,63
0,63
0,63
0,63

0,63
0,63
0,63
0,64
0,64

0,64
0,64

0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,65
0,65

0,65
0,65

0,65

nonsense

siRNA

118

1,02
0,89
0,98

0,69

0,89
0,88
1,06
0,70

0,81
0,92
0,82
0,85
0,87

0,74
0,69

0,73
0,92
0,73
0,82
0,76
0,69
0,70
0,87
0,75
0,75
0,67
1,14
1,32
1,35



Anhang

!/. .

| Rez Mix |

Gen

actin, alpha 1, skeletal muscle

insulin-like growth factor binding protein 2,
36kDa

protocadherin 17

defensin, alpha 5, Paneth cell-specific
four and a half LIM domains 2

latent transforming growth factor beta binding
protein 1

platelet derived growth factor C

amphiregulin (schwannoma-derived growth
factor)

| factor (complement)

prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4)
lactate dehydrogenase B

palmdelphin

chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican)

calponin 1, basic, smooth muscle

leucine-rich repeat-containing G protein-
coupled receptor 5
follistatin

fibrinogen-like 1

‘gene bank

acession no.’

NM_001100
NM_000597

NM_014459
NM_021010
NM_001450

AI986120
NM_016205
NM_001657
NM_000204
Al675173
NM_002300
NM_017734
BF590263
NM_001299
AF062006

NM_013409
NM_004467

unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

IGF-Il ds1

4,03
2,76

157
1,38
4,54

2,26
1,93
1,84
0,64
1,52
1,18
1,42
4,24
3,98
2,01

1,35
0,75

IGF-Il ds3

4,18
2,23

2,29
2,07
2,06

2,33
1,96
6,58
0,63
4,38
1,07
2,86
4,27
2,61
2,11

1,85
0,69

INSR ds1

0,96
0,82

0,98
1,02
1,14

1,17
0,85
0,90
0,81
0,99
1,18
0,98
0,95
1,02
1,34
1,00
1,15

IGF1R ds3

3,35
2,34

1,85
1,88
2,99

2,14
2,79
2,76
3,00
2,33
4,00
1,97
3,86
5,32
3,38

3,25
3,78

Rez. Mix

2,00
2,01

2,02
2,03
2,04

2,06
2,17
2,23
2,25
2,26
2,51
2,57
2,62
2,70
2,86

3,63
3,80

nonsense
SiRNA

1,39
1,00

0,78
0,94
1,42

1,16
1,14
1,34
0,91
1,24

0,98
0,70

1,48
1,46
1,12

0,80
0,80

Gen

hypothetical protein FLJ21918
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,
phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthetase
cytoplasmic FMR1 interacting protein 1
hydroxymethylbilane synthase
phenylalanine hydroxylase

CDC42 effector protein (Rho GTPase binding)
4

phospholysine phosphohistidine inorganic
pyrophosphate phosphatase

cytochrome c-1

FERM, RhoGEF (ARHGEF) and pleckstrin
domain protein 1 (chondrocyte-derived)
selenoprotein X, 1

prohibitin 2

ceramide kinase
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A
synthase 1 (soluble)

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit,
non-ATPase, 8

complement component 3

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

Yip1 interacting factor homolog (S. cerevisiae)
cutC copper transporter homolog (E.coli)
Insulin-like growth factor 1 receptor

squalene epoxidase
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1
(acetoacetyl Coenzyme A thiolase)

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’
NM_024939
AA902652

BC005097
NM_000190
NM_000277

AL162074
NM_022126
NM_001916

BF213279

NM_016332
NM_007273
NM_022766

NM_002130
NM_002812

NM_000064
Al039874
NM_020470
NM_015960
AI830698
AF098865

NM_000019

IGF-Il ds1

1,01
0,68

0,96
0,86
0,54

0,89
0,85
0,45
1,32
0,78
0,71
1,02
0,72
0,87
0,19
0,80
0,79
0,75
1,04
0,76
0,66

IGF-Il ds3

0,85
0,77

0,97
0,87
0,85

0,95
0,79
0,72
1,45
0,60

0,80
131

0,77
0,80

0,31
0,46
0,92
0,81
1,09
0,98
0,83

INSR ds1

0,98
0,86

0,86
0,90
0,83

0,80
0,83
1,01
0,73
0,91
0,94
0,86
0,91

0,91

0,94
087
0,89
0,93
0,86
0,80
0,94

Fortsetzung Tabelle C: Gene, durch gleichzeitige Reduktion beider Rezeptoren aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu

IGF1R ds3

0,61
0,58

0,61
0,60
0,58

0,64
0,61
0,54
0,76
0,56
0,62
0,63
0,53
0,69
0,50
0,58
0,62
0,63
0,66
0,64
0,53

Rez. Mix

0,65
0,65

0,65
0,65
0,65

0,65
0,65
0,65
0,65
0,66

0,66
0,66

0,66
0,66

0,66
0,66
0,66
0,66
0,67
0,67
0,67

nonsense

siRNA

119

0,99
0,68

1,05
0,83
0,78

0,95
0,92
0,85
1,17
0,80

0,83
1,20

0,80
0,71

0,83
0,73
0,85
0,93
0,86
0,90
0,80



Anhang

7, Tabelle D: Gene, durch IGF-lI-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und

[ eFn |
bt

biologisch relevant reguliert

‘gene bank . nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix Gen IGF-Il ds1 IGF-11 ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix
acession no.’ siRNA acession no.’ siRNA
chromosome 12 open reading frame 22 NM_030809 1,51 1,81 0,90 1,27 1,08 1,29 complement component 3 NM_000064 0,19 0,31 0,94 0,50 0,66 0,83
tensin-like SH2 domain containing 1 NM_022748 1,51 1,84 0,95 1,58 1,48 1,46 serum amyloid A4, constitutive NM_006512 0,25 0,17 0,81 0,55 0,80 0,70
headcase homolog (Drosophila) NM_016217 151 1,55 0,96 1,81 1,52 1,27 chemokine (C-C motif) ligand 20 NM_004591 0,28 0,34 1,06 0,85 0,96 1,15
ribonuclease T2 NM_003730 1,51 1,85 0,88 0,92 0,93 1,48 complement component 5 NM_001735 0,41 0,44 0,83 0,88 0,96 0,69
dihydropyrimidinase-like 3 W72516 1,51 1,84 1,11 2,01 1,58 1,08 inter-alpha (globulin) inhibitor H2 NM_002216 0,41 0,57 0,76 0,82 0,93 0,72
prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) Al675173 1,52 4,38 0,99 2,33 2,26 124 complement component 4 binding protein, beta NM_000716 0,44 0,32 0,84 0,64 0,76 0,75
drebrin 1 NM_004395 1,54 1,75 0,85 1,69 157 0,88 hypothetical protein FLJ22390 NM_022746 0,44 0,62 0,93 0,50 0,60 0,68
NCK adaptor protein 2 BC000103 1,54 1,65 0,84 1,61 1,35 1,27 carbonic anhydrase Il M36532 0,45 0,48 0,88 0,38 0,51 0,71
galactosylceramidase (Krabbe disease) NM_000153 1,54 1,56 1,07 1,42 1,28 1,26 fatty acid binding protein 1, liver NM_001443 0,50 0,64 0,70 0,37 0,43 0,74
protocadherin 17 NM_014459 1,57 2,29 0,98 1,85 2,02 0,78 CGI-49 protein NM_016002 0,51 0,64 0,85 0,64 0,72 0,77
FAT tumor suppressor homolog 4 (Drosophila) NM_024582 1,57 1,55 1,08 1,39 1,44 1,16 alpha-2-macroglobulin NM_000014 0,54 0,48 0,76 0,79 0,80 0,89
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A
lupus brain antigen 1 AA035414 1,59 1,56 1,14 0,96 0,98 1,15 (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6 NM_001756 0,54 0,49 0,75 0,86 0,87 0,72
ring finger protein 44 NM_014901 1,60 1,98 0,96 2,05 1,73 1,27 annexin A9 AF230929 0,54 0,63 0,85 0,63 0,75 0,70
gap junction protein, beta 1, 32kDa (connexin 32,
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis) NM_012242 1,61 2,19 1,33 1,74 1,73 117 Charcot-Marie-Tooth neuropathy, X-linked) NM_000166 0,54 0,53 0,91 0,70 0,85 1,04
solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine
hypothetical protein FLJ20366 NM_017786 1,67 1,70 1,00 1,49 1,34 1,32 translocase), member 20 BC001689 0,55 0,56 0,94 0,58 0,64 0,75
formin binding protein 1-like AW270932 1,67 1,83 0,82 1,85 1,46 1,19 WD repeat domain 6 NM_018031 0,55 1,56 0,92 0,99 1,00 1,15
bone morphogenetic protein 4 D30751 1,67 1,55 0,94 1,18 1,16 1,14 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta AL564683 0,55 0,60 0,83 0,96 0,83 0,68
glutathione S-transferase M3 (brain) AL527430 1,68 1,67 0,84 1,37 1,33 1,39 scavenger receptor class B, member 1 NM_005505 0,55 0,59 0,92 0,49 0,63 0,89
synuclein, alpha interacting protein (synphilin) NM_005460 1,68 2,65 0,96 1,33 1,16 1,00 hypothetical protein FLJ11286 NM_018381 0,56 0,61 0,86 0,70 0,78 0,93
special AT-rich sequence binding protein 1
(binds to nuclear matrix/scaffold-associating
DNA's) NM_002971 1,71 2,66 0,99 1,40 1,30 0,89 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 NM_000904 0,57 0,53 0,92 0,42 0,48 0,78
kinesin family member 3C AF035621 1,73 1,72 1,06 1,61 1,34 1,15 peroxisomal membrane protein 2, 22kDa NM_018663 0,57 0,60 0,85 0,74 0,75 0,78
Microtubule-associated protein 1B AL523076 1,74 2,59 1,09 1,93 1,37 0,98 nuclear protein E3-3 BC002873 0,58 0,59 0,97 0,50 0,61 0,72
CK2 interacting protein 1; HQ0024c protein NM_016274 1,77 2,18 0,88 1,95 1,50 1,30 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2~ R52647 0,58 0,58 0,88 0,64 0,87 0,75
testis derived transcript (3 LIM domains) NM_015641 1,80 1,59 0,84 1,87 1,29 1,04 apolipoprotein M NM_019101 0,59 0,44 0,89 0,75 0,89 0,69

sulfotransferase family, cytosolic, 2A,
dehydroepiandrosterone (DHEA)-preferring,

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1 114561 1,80 2,01 0,92 2,21 1,87 1,26 member 1 NM_003167 0,59 0,46 1,15 0,70 0,91 1,03
transforming growth factor, beta 2 M19154 1,81 1,58 1,10 2,22 157 1,04 transferrin NM_001063 0,60 0,61 0,90 0,62 0,69 0,92
KIAA0882 protein Al348094 1,82 1,60 1,01 1,39 1,36 1,21 SH3 domain and tetratricopeptide repeats 1 NM_018986 0,61 0,59 0,84 0,78 0,86 0,96
amphiregulin (schwannoma-derived growth

factor) NM_001657 1,84 6,58 0,90 2,76 2,23 1,34 growth and transformation-dependent protein NM_014367 0,62 0,58 1,03 0,72 0,88 1,02
vimentin Al922599 1,85 2,02 0,80 1,22 1,18 1,42 asialoglycoprotein receptor 2 NM_001181 0,62 0,66 0,77 0,69 0,75 0,78
coagulation factor Il (thrombin) receptor NM_001992 1,85 1,50 0,92 1,23 1,12 117 glutamate dehydrogenase 1 AI339331 0,63 0,63 0,82 0,52 0,73 1,11
Rho-related BTB domain containing 1 AB018283 1,86 1,85 0,94 1,65 1,26 0,98 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 NM_021969 0,63 0,63 0,84 1,07 1,01 0,82

dopa decarboxylase (aromatic L-amino acid

Rho family GTPase 3 BG054844 1,88 1,57 1,04 1,88 1,84 1,07 decarboxylase) NM_000790 0,63 0,36 1,10 0,69 0,83 1,22
leprecan-like 1 NM_018192 1,89 2,48 0,86 0,92 1,15 0,99 NFS1 nitrogen fixation 1 (S. cerevisiae) NM_021100 0,63 0,53 0,94 0,60 0,68 0,68

solute carrier family 35 (UDP-glucuronic
acid/UDP-N-acetylgalactosamine dual

family with sequence similarity 46, member A AW246673 191 2,25 0,95 1,59 1,44 1,22 transporter), member D1 N80922 0,63 0,67 0,79 0,73 0,82 0,97
A kinase (PRKA) anchor protein 2 /// PALM2-

myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle Alg827941 191 1,59 0,87 1,68 1,45 1,30 AKAP2 protein NM_007203 0,64 0,64 0,80 0,61 0,68 0,70

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) NM_004932 1,93 2,12 1,09 1,75 1,54 1,46 | factor (complement) NM_000204 0,64 0,63 0,81 3,00 2,25 0,91

platelet derived growth factor C NM_016205 1,93 1,96 0,85 2,79 2,17 1,14 plasminogen M74220 0,64 0,59 0,86 0,78 0,98 0,80

downregulated in ovarian cancer 1 NM_014890 1,95 2,09 0,86 2,97 1,81 1,16 cytochrome b-5 NM_001914 0,66 0,51 0,79 0,75 0,93 0,84

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper

transcription factor 2 AK027193 1,96 1,67 0,99 2,46 1,76 1,20

RNA binding motif, single stranded interacting

protein 1 NM_016839 1,99 1,59 0,84 1,65 1,47 1,42

calponin 2 NM_004368 1,99 1,70 0,96 1,61 1,34 121

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled

receptor 5 AF062006 2,01 2,11 1,34 3,38 2,86 1,12

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

__,/""‘\‘ Fortsetzung Tabelle D: Gene, durch IGF-II-Reduktion aber nicht durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten

IGF-Ii

Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

‘gene bank nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen IGF-II ds1 IGF-II ds3 INSRds1  IGFIRds3 Rez. Mix Gen IGF-II ds1 IGF-Il ds3 INSRdsl  IGFIRds3 Rez. Mix
acession no.' SiRNA acession no.' SiRNA
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 NM_014350 2,02 1,99 0,95 1,14 1,12 1,36 limitrin AW888223 2,46 1,88 0,92 1,78 1,49 1,22
cytochrome P450, family 26, subfamily B,

fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 NM_013281 2,02 2,15 0,81 2,39 1,48 1,37 polypeptide 1 NM_019885 2,70 3,45 1,03 1,87 1,92 1,06
polo-like kinase 2 (Drosophila) NM_006622 2,04 154 1,04 1,70 1,28 0,91 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) NM_013253 2,75 1,62 0,90 0,99 0,89 1,47
dihydropyrimidinase-like 2 NM_001386 2,05 2,12 0,85 1,94 1,67 1,20 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa  NM_000597 2,76 2,23 0,82 2,34 2,01 1,00
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix

protein 1 Al826799 2,10 2,43 1,07 0,87 0,99 1,02 keratin 19 NM_002276 2,88 1,77 1,25 1,65 1,44 1,00

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid

Desmoglein 2 NM_001943 2,12 1,66 0,93 1,62 1,42 1,43 potentiating activity, collagenase inhibitor) NM_003254 2,89 1,67 1,03 1,75 1,45 1,40
proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 NM_006200 2,15 1,52 0,88 1,30 1,02 1,24 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 NM_001554 3,67 1,88 1,09 2,21 1,82 1,11
immunoglobulin superfamily, member 4 NM_014333 2,16 2,43 0,95 1,41 1,12 1,29 calponin 1, basic, smooth muscle NM_001299 3,98 2,61 1,02 5,32 2,70 1,46
microtubule associated monoxygenase, calponin

and LIM domain containing 1 NM_022765 2,17 1,71 1,05 1,69 1,24 1,20 actin, alpha 1, skeletal muscle NM_001100 4,03 4,18 0,96 3,35 2,00 1,39
ADP-ribosylation factor-like 7 AW450363 2,19 3,02 1,08 1,16 1,13 1,21 chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican) BF590263 4,24 4,27 0,95 3,86 2,62 1,48
latent transforming growth factor beta binding

protein 1 Al986120 2,26 2,33 117 2,14 2,06 1,16 four and a half LIM domains 2 NM_001450 4,54 2,06 114 2,99 2,04 1,42
collagen, type |, alpha 1 K01228 2,34 1,77 1,13 1,52 1,45 1,22 A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12 AB003476 5,16 2,71 0,94 2,67 1,64 1,43

Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

‘gene bank nonsense ‘gene bank nonsense
Gen IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix Gen IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix
acession no.’ siRNA acession no.' siRNA
epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic) NM_000120 1,12 1,09 0,82 1,02 1,01 1,50 orosomucoid 1 NM_000607 0,27 0,27 0,81 0,55 0,66 0,23
omal-associated i .
Ll p';] " ciated protein trar €4 \M_014713 1,40 0,90 0,84 1,44 1,36 1,50 histone 1, Hic BC002649 0,52 1,28 0,72 1,00 0,82 0,30
heparanase AF155510 1,47 1,22 1,05 1,09 1,11 1,50 alpha-2-HS-glycoprotein NM_001622 0,26 0,37 0,89 0,92 1,13 0,31
KIAA0802 AB018345 1,26 2,00 0,87 1,37 1,01 1,50 acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched chain NM_003500 0,35 0,19 0,97 0,36 0,48 0,32
laminin, alpha 3 NM_000227 1,31 1,25 1,05 1,10 1,02 1,50 delta-like 1 homolog (Drosophila) U15979 0,36 0,35 0,73 0,44 0,57 0,33
calcium channel, voltage-dependent, beta 3 Uo7139 2,08 185 1,05 2,04 1,39 1,50 keratin 23 (histone deacetylase inducible) NM_015515 0,27 055 073 033 045 035
N-myc (and STAT) interactor NM_004688 0,97 0,95 0,99 0,73 0,73 1,50 histone 1, H2bd BC002842 0,74 2,10 0,83 1,63 1,39 0,36
chromosome 1 open reading frame 9 NM_016227 1,76 1,53 0,89 1,43 1,37 1,50 $100 calcium binding protein P NM_005980 0,34 0,14 0,83 0,41 0,51 0,36
tetraspanin 12 NM_012338 1,61 2,27 0,92 1,76 1,66 1,51 peroxiredoxin 4 NM_006406 0,81 1,08 0,93 0,94 0,96 0,40
g glutamate-ammonia ligase (glutamine
B-cell CLL/lymphoma 3 Al829875 0,93 0,89 0,88 1,14 1,04 151 synthase) domain containing 1 NM_016571 1,75 0,80 0,78 0,50 0,57 0,41
KIAA0143 protein AW470003 1,24 1,03 0,95 0,74 0,86 1,51 neurotensin NM_006183 0,85 1,34 0,96 0,93 1,28 0,41
frzg'ceifg)’e""'”e kinase 17a (apoptosis- NM_004760 1,28 131 1,07 132 1,28 151 regulator of G-protein signalling 2, 24kDa NM_002923 067 1,06 1,04 074 0,72 042
activin A receptor, type | L02911 1,27 1,49 0,82 1,91 1,46 1,51 dual specificity phosphatase 5 U16996 0,90 0,84 0,71 1,03 0,97 0,43
apolipoprotein E NM_000041 0,68 0,89 0,91 124 121 151 processing of precursor 5, ribonuclease PIMRP 15918 0,80 0,60 0,98 0,71 0,74 0,46
subunit (S. cerevisiae)

wingless-type MMTV integration site family, NM_004626 111 1,07 110 116 1,04 152 hypot_hetlcal protein MGC2963 /// hypothetical NM_031298 085 0.83 0,92 1,00 098 0.47
member 11 protein MGC2963

attractin AF106861 1,04 1,04 0,98 0,97 1,06 1,52 monoglyceride lipase /// monoglyceride lipase BC006230 0,33 0,91 0,68 0,40 0,52 0,47
IBR domain containing 3 AL031602 1,29 1,09 1,02 1,38 1,24 1,52 pirin (iron-binding nuclear protein) NM_003662 0,71 0,65 0,75 0,45 0,47 0,49
PH domain anq leucine rich repeat protein AB023148 1,35 1,31 113 116 115 152 s_ecreled phosphoproteln 1 (osteoponvlln,‘ bone M83248 273 2.88 158 0,94 1,09 0,49
phosphatase-like sialoprotein |, early T-lymphocyte activation 1)

chromosome 7 open reading frame 32 Al884867 0,74 1,43 0,85 1,10 0,97 1,52 glucosidase, alpha; neutral AB W87689 0,90 1,08 0,89 0,72 0,83 0,49
gelsolin (amyloidosis, Finnish type) NM_000177 1,19 0,85 0,99 0,77 0,81 1,52 nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 NM_004741 0,80 0,82 1,09 0,93 0,96 0,49
yippee-like 5 (Drosophila) NM_016061 1,65 1,54 0,88 1,15 1,10 1,52 apolipoprotein H (beta-2-glycoprotein I) NM_000042 0,54 0,75 0,99 1,03 1,31 0,50
ring finger protein 103 NM_005667 1,26 1,04 1,01 1,34 1,33 1,53 timeless-interacting protein NM_017858 0,58 0,75 1,06 0,53 0,66 0,50

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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2N
{nonsense ) . . . . . . .
sana | Fortsetzung Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert
‘gene bank . nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen ) IGF-II ds1 IGF-II ds3 INSRds1  IGFIRds3 Rez. Mix ) Gen ) IGF-II ds1 IGF-Il ds3 INSRdsl  IGF1Rds3 Rez. Mix )
acession no.’ SiRNA acession no.’ SiRNA

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma NM_005461 0,99 1,09 1,08 1,26 1,24 1,53 asialoglycoprotein receptor 1 NM_001671 0,43 0,44 0,87 0,41 0,57 0,50

oncogene homolog B (avian)

retinol binding protein 1, cellular NM_002899 1,38 2,04 1,01 1,26 1,17 1,53 phosphatidylinositol-specific phospholipase C, NM_018390 0,79 0,74 0,97 0,65 0,71 0,50
X domain containing 1

BTG family, member 3 NM_006806 1,16 1,04 0,82 0,44 0,42 1,53 lumican NM_002345 3,92 3,55 1,18 1,00 1,35 0,51

glycerophosphodiester phosphodiesterase AL041124 1,09 1,03 1,07 1,04 1,02 1,53 insulin induced gene 1 BE300521 0,59 0,54 0,73 0,46 0,46 0,51

domain containing 5

cysteine and glycine-rich protein 1 NM_004078 1,72 1,45 0,87 2,05 1,64 1,54 arginase, liver NM_000045 0,54 0,50 0,73 0,52 0,61 0,51

receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 NM_005855 1,05 1,09 1,07 0,99 1,07 1,54 FK506 binding protein 3, 25kDa M90820 1,03 1,04 0,86 0,89 0,89 0,51

solute carrier family 2 (facilitated glucose NM_017585 0,88 0,94 0,83 1,18 1,02 1,54 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, AL545523 0,70 0,82 1,02 0,57 0,65 0,51

transporter), member 6 ATPase, 3

major histocompatibility complex, class I, F NM_018950 0,96 1,01 1,14 1,05 1,08 1,54 FK506 binding protein 11, 19 kDa NM_016594 0,61 0,49 1,07 0,36 0,49 0,52

synaptophysin-like protein Al768845 111 1,11 0,98 1,03 1,07 1,54 transthyretin (prealbumin, amyloidosis type I) AF162690 0,64 0,86 1,05 1,05 1,35 0,52

intercellular adhesion molecule 1 (CD54), AI608725 0,97 0,78 1,09 1,70 1,43 1,54 paternally expressed 10 BE858180 0,74 0,79 0,84 0,71 0,89 0,52

human rhinovirus receptor

protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic) NM_007066 0,67 1,52 0,94 1,56 1,41 1,55 thrombospondin 4 NM_003248 0,63 0,73 0,70 0,52 0,52 0,52

inhibitor gamma

proteasome (prosome, macropain) subunit, U17496 1,11 1,06 1,10 1,00 1,02 1,55 general transcription factor Il1A NM_002097 0,80 0,97 0,92 1,02 0,95 0,53

beta type, 8 (large multifunctional protease 7)

coagulation factor X NM_000504 0,96 1,12 1,02 0,91 0,96 1,55 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin BC001120 0,48 0,43 0,82 0,40 0,47 0,53
3) /1l galectin-3 internal gene

SERTA domain containing 2 BG107456 1,23 1,34 0,85 1,53 1,28 1,55 ribonucleotide reductase M2 polypeptide BE966236 0,70 0,76 0,93 0,42 0,61 0,53

lectin, galactoside-binding, soluble, 2 (galectin NM_006498 1,14 0,81 1,04 1,10 1,01 1,56 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) AA678241 0,45 0,46 0,75 0,49 0,60 0,53

2) /Il lectin, galactoside-binding, soluble, 2

(galectin 2)

coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 NM_005242 2,94 1,29 1,08 1,35 1,03 1,56 RAD23 homolog A (S. cerevisiae) NM_005053 0,81 0,72 0,90 0,58 0,67 0,54

phospholipid scramblase 3 /// hypothetical NM_020360 1,48 1,61 0,98 1,54 1,29 1,56 tribbles homolog 3 (Drosophila) NM_021158 0,56 0,56 0,92 0,73 0,68 0,54

protein MGC40107

mannosidase, beta A, lysosomal NM_005908 1,19 1,40 0,95 1,36 1,11 1,56 SHC (Src homology 2 domain containing) AIB09967 0,88 0,65 0,86 0,75 0,73 0,54
transforming protein 1

Kruppel-like factor 11 AA149594 1,39 1,31 1,00 1,77 1,35 1,56 absent in melanoma 1 u83115 0,47 0,54 0,78 0,66 0,78 0,54

pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil BC004361 1,74 1,73 0,85 1,91 1,58 1,56 stromal cell-derived factor 2-like 1 NM_022044 0,48 0,56 0,89 0,56 0,64 0,54

domains 2 (cytohesin-2)

capping protein (actin filament), gelsolin-like NM_001747 1,61 1,28 0,87 1,35 1,07 1,56 peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase NM_018441 0,46 0,43 0,86 0,51 0,71 0,54

frizzled homolog 4 (Drosophila) NM_012193 1,22 1,43 1,07 2,38 2,30 1,57 selenophosphate synthetase 2 NM_012248 0,68 0,98 0,91 0,68 0,75 0,54

carboxypeptidase A2 (pancreatic) NM_001869 1,06 0,98 1,11 1,07 1,00 1,57 FK506 binding protein 14, 22 kDa NM_017946 0,71 0,75 0,72 0,53 0,54 0,55

ADP-ribosylation factor-like 2 binding protein NM_012106 1,36 1,20 0,94 0,91 0,98 1,57 tetraspanin 8 NM_004616 0,97 0,51 1,63 1,34 1,45 0,55

hepatocellular carcinoma-associated antigen NM_018487 0,53 0,83 0,61 0,29 0,34 1,57 mitochondrial tumor suppressor 1 Al695017 0,41 0,62 0,78 0,72 0,71 0,55

112

fer-1-like 3, myoferlin (C. elegans) NM_013451 2,90 1,75 1,19 1,74 1,47 1,57 ZW10 homolog, centromere/kinetochore protein NM_004724 0,73 0,96 0,93 0,90 0,88 0,55
(Drosophila)

solute carrier family 7 (cationic amino acid NM_003982 1,49 1,37 1,17 1,47 1,35 1,58 hypothetical protein MGC2574 NM_024098 0,60 0,59 0,90 0,74 0,91 0,55

transporter, y+ system), member 7

genethonin 1 NM_003943 1,69 1,39 0,93 1,08 1,11 1,58 hepatic leukemia factor AI810712 0,51 0,58 0,87 0,68 0,80 0,55

N-myc downstream regulated gene 1 NM_006096 0,89 1,26 0,89 1,27 1,29 1,58 myxovirus (influenza virus) resistance 2 NM_002463 0,69 0,90 0,89 0,74 0,74 0,56
(mouse)

UDP-N-acetyl-alpha-D- NM_020474 1,20 1,63 0,87 0,68 0,86 1,58 bicaudal D homolog 2 (Drosophila) BC002327 0,98 1,07 0,76 1,06 0,95 0,56

galactosamine:polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase 1 (GalNAc-T1)

rho/rac guanine nucleotide exchange factor AB011093 1,49 1,39 0,96 1,71 1,46 1,58 apolipoprotein B (including Ag(x) antigen) NM_000384 0,40 0,47 0,89 0,72 0,84 0,56

(GEF) 18

protease, serine, 23 NM_007173 3,45 3,33 0,76 1,93 1,77 1,58 adaptor-related protein complex 1, mu 2 NM_005498 0,67 0,44 0,87 0,63 0,64 0,56
subunit

serine protease inhibitor, Kazal type 1 NM_003122 1,15 1,74 0,88 1,43 1,46 1,58 high mobility group AT-hook 2 /// high mobility NM_003483 0,71 0,98 0,78 0,67 0,74 0,56
group AT-hook 2

serum/glucocorticoid regulated kinase NM_005627 1,41 3,29 0,83 2,23 1,71 1,58 angiotensinogen (serine (or cysteine) NM_000029 0,51 0,46 0,71 0,81 0,83 0,56
proteinase inhibitor, clade A (alpha-1
antiproteinase, antitrypsin), member 8)

oxytocin, prepro- (neurophysin 1) NM_000915 1,04 0,98 117 1,13 1,21 1,59 peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B) NM_000942 0,67 0,89 0,90 0,81 0,94 0,56

tubulin, beta 3 NM_006086 2,77 2,98 0,98 2,69 1,81 1,59 protease, serine, 15 u02389 0,68 0,91 0,95 0,66 0,71 0,56

zinc finger protein 364 AL530462 1,21 1,02 0,93 0,98 0,99 1,59 transmembrane 4 L six family member 5 NM_003963 0,88 0,50 0,96 0,56 0,74 0,56

proteasome (prosome, macropain) subunit, NM_002800 1,06 1,00 1,17 1,05 1,01 1,59 zinc finger protein 271 AF159567 0,80 0,93 0,92 1,06 1,01 0,57

beta type, 9 (large multifunctional protease 2)

cathepsin H NM_004390 2,00 0,93 0,95 1,00 1,00 1,59 v-myc myelocytomatosis viral oncogene NM_002467 0,66 0,76 1,06 1,43 1,24 0,57
homolog (avian)

bone morphogenetic protein 2 AA583044 1,12 1,60 0,85 1,48 1,54 1,60 Malic enzyme 1, NADP(+)-dependent, cytosolic AL049699 1,07 0,72 0,85 0,87 0,85 0,57

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-
dioxygenase (proline 4-hydroxylase), alpha
polypeptide Il

sarcoglycan, beta (43kDa dystrophin-
associated glycoprotein)

trinucleotide repeat containing 9

mitogen-activated protein kinase kinase kinase
8

homeo box A1

small membrane protein 1

carbohydrate (chondroitin 6) sulfotransferase 3
signal-transducing adaptor protein-2

ras homolog gene family, member D
TGFB-induced factor (TALE family homeobox)

coagulation factor Ill (thromboplastin, tissue
factor)

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP),
delta

stannin

likely ortholog of chicken tsukushi
apolipoprotein C-|

DIP13 beta

tudor domain containing 7
cysteine and glycine-rich protein 2
jun B proto-oncogene

interferon regulatory factor 1
unc-119 homolog (C. elegans)

endothelin receptor type B
biliverdin reductase A

brain expressed X-linked-like 1
hyaluronan binding protein 2

histone deacetylase 9

p21/Cdc42/Racl-activated kinase 1 (STE20
homolog, yeast)
ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6

dual specificity phosphatase 4
asparaginase like 1

B-cell translocation gene 1, anti-proliferative
peptidylprolyl isomerase C (cyclophilin C)

fibulin 5

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog B, nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells 3 (avian)
MHC class | polypeptide-related sequence B

F-box protein 34

UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide 5
cathepsin L2

adipose differentiation-related protein
SMAD, mothers against DPP homolog 7

(Drosophila)
filamin B, beta (actin binding protein 278)

‘gene bank

acession no.

NM_004199

U29586
AK027006
NM_005204

S79910
NM_014313
NM_004273
BC000795
BC001338
NM_003244
NM_001993

M83667

AF070673
NM_015516
NM_001645

NM_018171
AW129593

NM_001321
NM_002229
NM_002198
NM_005148

NM_000115
AA740186
AL523320
NM_004132

NM_014707
U51120

NM_004223
NM_001394

NM_025080
AL535380
BE962749

NM_006329
NM_006509

NM_005931

NM_017943
AB004550
AF070448
BC005127
NM_005904

AV712733

IGF-Il ds1

1,35

1,92

1,54
1,04

1,42
1,32
1,08
1,07
1,38
1,60
1,93

1,38
0,82
1,12

1,52
1,43
1,97
1,71
1,14
0,98

1,23
0,97
0,87
0,53

1,46
1,10

0,96
1,71

0,91
1,02
1,15

0,75
1,20

1,03

1,42
1,38
1,32
1,13
1,36

1,95

IGF-Il ds3

1,43

0,85
0,94

0,89

1,88
1,33
1,55
1,24
1,20

1,29

INSR ds1

0,89

0,99

0,97
0,95

0,98
0,93
1,01
1,03
0,92
0,88
0,99

1,00
0,87
0,99

0,95
1,04
0,84
0,88
0,95
1,01

1,00
0,91
0,90
0,61

1,12
1,05

0,94
0,89

0,92
0,80
0,63

0,88
1,05

0,74

0,91
1,00
0,97
1,14
0,84

1,03

IGF1R ds3

1,21

1,26
1,01
1,47

0,69

1,41
1,69
1,04
1,19
1,81

1,63

Rez. Mix

1,13

1,35

1,34
1,19

1,28
1,36
1,13
1,04
1,28
1,38
1,23

1,25
1,18
0,97

1,15
117
1,14
2,12
1,18
1,09

1,36
0,91
1,13
0,92

1,81
1,33

0,93
1,65

0,85
2,15
0,97

0,99
1,29

0,66

1,29
1,48
0,95
1,24
1,60

1,44

nonsense
SiRNA

1,60

1,60

1,60
1,60

1,61
1,61
1,61
1,62
1,62
1,62
1,62

1,63
1,63
1,63

1,63
1,63
1,63
1,63
1,63
1,64

1,64
1,64
1,65
1,65

1,65
1,65

1,65
1,65

1,65
1,66
1,66

1,66
1,66

1,67

1,67
1,68
1,68
1,69
1,69

1,69

Gen

lysozyme (renal amyloidosis) /// leukocyte
immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with
TM and ITIM domains), member 1

cathepsin C

Retinol binding protein 4, plasma

tropomyosin 2 (beta)

stratifin

hypothetical protein HSPC111

anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis)
TBC1 domain family, member 4

angiotensin Il receptor, type 1

CDC45 cell division cycle 45-like (S. cerevisiae)
nestin

baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin)

argininosuccinate lyase

tubulin, alpha 1 (testis specific)

Ras-GTPase activating protein SH3 domain-
binding protein 2

lysyl oxidase

branched chain aminotransferase 1, cytosolic
density-regulated protein

tumor rejection antigen (gp96) 1

centromere protein E, 312kDa

nuclear receptor subfamily 1, group H, member
4

caspase 7, apoptosis-related cysteine protease
transmembrane 4 L six family member 4

Down syndrome critical region gene 2

IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase

2
hypothetical protein A-211C6.1

MCM3 minichromosome maintenance deficient
3 (S. cerevisiae)
melanoma antigen family B, 2

solute carrier family 29 (nucleoside
transporters), member 2

cAMP responsive element binding protein 3-like
2

acyl-CoA synthetase long-chain family member
4

splicing factor 3b, subunit 5, 10kDa /// splicing
factor 3b, subunit 5, 10kDa
immunoglobulin superfamily, member 1

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E
(nexin, plasminogen activator inhibitor type 1),
member 1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S
protein 2, 49kDa (NADH-coenzyme Q
reductase)

PRP19/PS0O4 pre-mRNA processing factor 19
homolog (S. cerevisiae)

heat shock 70kDa protein 98 (mortalin-2)

polymerase (RNA) Il (DNA directed)
polypeptide D

tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 11b (osteoprotegerin)

AHAL1, activator of heat shock 90kDa protein
ATPase homolog 1 (yeast)

phosphatase and actin regulator 2

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

AV711904

NM_001814
AAQ08769
NM_003289

BC000329
NM_016391
AF088867
AI650848
NM_000685
NM_003504
NM_024609

AAB4BI13

NM_000048
AL565074
NM_012297

NM_002317
AI652662
AB014731
AI582238
NM_001813
NM_005123

NM_001227
BC001386

NM_003720
NM_000884

BE963444
NM_002388

NM_002364
AF034102

BE675139
NM_022977
NM_031287

NM_001555
AL574210

NM_004550

NM_014502
AA927701
NM_004805
BF433902
NM_012111

NM_014721

IGF-Il ds1

1,39

0,85

0,49
1,38

0,80
0,70
1,12
0,84
0,89
0,71
1,19

0,71
0,63
1,04

0,73
1,11
0,76
0,63
0,79
0,45

1,67
0,59
0,65
0,71

0,66
0,64

0,79
0,75

0,95
0,54
0,76

0,58
1,26

0,79

0,66
0,67
0,92
1,59
0,86

1,01

IGF-Il ds3

0,87

1,11

0,58
0,97

0,79
0,68
0,67
0,79
1,00
0,98
0,69

0,59
0,80
1,00

0,83
0,99
0,98
0,98
1,64
0,73

1,09
3,27
0,62
0,72

0,78
1,06

1,82
0,61

0,78
0,56
0,76

0,40
0,56

0,86

0,77
0,66
0,97
1,09
0,77

1,00

INSR ds1

0,69

0,93

0,92
0,83

0,84
1,00
0,94
0,92
0,93
0,99
0,88

0,96
0,87
0,96

0,92
1,10
1,06
0,88
1,00
0,80

0,82
0,69
0,87
0,99

0,80
0,93

0,91
0,80

0,85
0,70
0,98
0,97
1,05

0,91

0,92
0,94
0,95
1,13
1,09

0,86

IGF1R ds3

1,73

0,91
0,96

0,74

0,70
0,76
0,99
0,82
0,97

0,81

) Fortsetzung Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

Rez. Mix

1,59

0,96

0,92
1,24

0,45
1,00
1,08
0,95
0,94
0,56
0,66

0,56
0,62
1,16

0,77
1,18
1,17
0,75
0,97
0,81

0,75
1,59
0,60
0,62

0,71
0,76

1,69
0,53

0,84
0,62
1,09

111
0,77

0,79

0,82
0,82
1,01
0,86
1,01

0,90

nonsense

SiRNA

0,57

0,61

0,61
0,61

0,61

0,61
0,61
0,61
0,61
0,61

0,61
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Anhang

cysteine-rich motor neuron 1

CDP-diacylglycerol synthase (phosphatidate
cytidylyltransferase) 1
cordon-bleu homolog (mouse)

GATA binding protein 6
tropomodulin 1

laminin, alpha 5

kinesin family member 5C

rhomboid family 1 (Drosophila)

WEE1 homolog (S. pombe)

creatine kinase, brain

baculoviral IAP repeat-containing 3

G protein-coupled receptor, family C, group 5,

member B
nidogen 2 (osteonidogen)

frizzled homolog 7 (Drosophila)

KIAA0895 protein
dual specificity phosphatase 1

aldo-keto reductase family 1, member D1 (delta
4-3-ketosteroid-5-beta-reductase)
muscleblind-like 2 (Drosophila)

leucine zipper domain protein

C1qg domain containing 1

fucosidase, alpha-L- 1, tissue

synaptogyrin 3

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)
subunit 1A

HEG homolog 1 (zebrafish)

glutathione peroxidase 7

purinergic receptor P2X, ligand-gated ion
channel, 4
Kruppel-like factor 7 (ubiquitous)

hypothetical protein FLJ32731
contactin associated protein 1

myosin, light polypeptide 9, regulatory

glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine
amidinotransferase)
angiomotin like 2

FK506 binding protein 1B, 12.6 kDa
hypothetical protein FLJ10770

interleukin 18 (interferon-gamma-inducing
factor)

CD74 antigen (invariant polypeptide of major
histocompatibility complex, class Il antigen-
associated)

ral guanine nucleotide dissociation stimulator-
like 1

prominin 1

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, epsilon
Niemann-Pick disease, type C2

‘gene bank

acession no.'

BG546884
u65887

AA594937
D87811

NM_003275

BC003355
BF059313
NM_022450
X62048
NM_001823
U37546

NM_016235
NM_007361
AI333651

AB020702
NM_004417
NM_005989

BE328496

NM_024589
NM_023925
NM_000147
NM_004209
NM_006741

Al148659
AA406605

NM_002560
AA488672

NM_025070
NM_003632

NM_006097
NM_001482

NM_016201
NM_004116
NM_018211

NM_001562

K01144

AF186779
NM_006017
NM_004556

NM_006432

IGF-Il ds1
2,51
0,71

1,33
1,69

1,12

1,65
1,20
1,36
1,41
0,83
1,21

2,00
2,87
1,04

1,26
1,37
1,25

1,36
1,11
0,99
1,44
1,06
0,66

1,75
0,98

1,29
1,84

1,43
1,07

4,51
0,78

1,73
1,37
1,62

2,03

1,41

2,19
1,88
1,10

1,59

IGF-Il ds3
1,48
0,56

0,81
1,73

1,22
1,45
1,09
1,31
1,09
1,11
1,33
1,18
0,80

1,67
177

117
1,83

1,23
1,14

2,38
0,81

1,64
0,99
1,21

0,99

1,18

INSR ds1
1,01
0,93

0,99
0,79

1,04

0,99
1,01
1,02
1,03
0,91
1,08

1,02
0,78

1,04
1,01
1,00

1,01
0,97
1,06
0,90
0,98
1,10

0,85
0,96

1,02
1,02

0,94
1,06

0,93
0,85
0,88
1,09
0,94
0,89

1,02

0,93
0,88
0,99

0,84

IGF1R ds3
1,71
0,81

1,14
1,43

1,35
1,48
1,48

1,13
1,05
1,34
1,48
1,40
0,74

1,45
0,94

1,06
2,43

1,10
1,37

3,31
0,93
2,13
1,08
1,66
2,68

1,30

1,97
4,12
1,52

1,78

Rez. Mix
1,69
0,92

1,07
1,24

1,21

1,46
1,40
1,29
1,64
117
1,12

0,74
1,00

1,26
1,34
1,64

1,06
1,05
1,44
117
121
1,06

1,43
0,92

0,93
1,69

1,00
1,26

2,18
0,88

1,82
1,08
1,44

2,01

1,18

1,52
3,39
1,24

1,38

nonsense
SiRNA

1,69
1,69

1,69
1,69

1,69

1,70
1,70
1,70
1,72
1,73
1,73

1,74
1,74

1,74
1,74
1,75

1,75
1,77
1,78
1,78
1,78
1,78

1,78
1,78

1,79
1,79

1,79
1,80

1,81
1,81

1,81
1,81
1,81

1,82

1,82

1,82
1,82
1,83

1,84

Gen

dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1
molybdenum cofactor sulfurase

aldolase A, fructose-bisphosphate

ALL1-fused gene from chromosome 1q ///
ALL1-fused gene from chromosome 1q
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long
chain

NDRG family member 4

X-box binding protein 1
histone 1, H4h

histone deacetylase 1

WW domain binding protein 11

signal sequence receptor, gamma (translocon-
associated protein gamma)
spermidine synthase

gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin
43

Acyl-CoA synthetase long-chain family member
3

c-src tyrosine kinase
E2IG2 protein
HIV-1 Rev binding protein-like

glutathione peroxidase 3 (plasma)
phosphofructokinase, muscle

mitochondrial ribosomal protein S27

FK506 binding protein 4, 59kDa
phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1

squamous cell carcinoma antigen recognised

by T cells /// squamous cell carcinoma antigen
recognised by T cells

transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrome)

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
(NADP+ dependent) 2,
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase
chromosome 12 open reading frame 11

translocase of inner mitochondrial membrane 8
homolog A (yeast)
adenine phosphoribosyltransferase

guanine nucleotide binding protein-like 3
(nucleolar)

tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 1A

palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-
lipofuscinosis, neuronal 1, infantile)
sphingosine kinase 1

mitogen-activated protein kinase 6

inhibitor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells, kinase complex-associated
protein

peptide deformylase-like protein /// component
of oligomeric golgi complex 8

proteasome (prosome, macropain) subunit,
alpha type, 1

hepcidin antimicrobial peptide

RNA binding motif protein 13 /// RNA binding
motif protein 13

taxilin

GrpE-like 1, mitochondrial (E. coli)

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

‘gene bank

acession no.’

ALO78459
NM_017947

NM_000034
BC006471

NM_000018

AV724216
NM_005080
NM_003543
NM_004964
NM_016312
NM_007107

NM_003132
NM_000165
AL525798

NM_004383
NM_016565
AF015042

NM_002084
U24183
D87453
NM_002014
NM_002764
NM_005146

BF696840
NM_006636

AF274950
NM_004085

NM_000485
NM_014366

NM_001065
NM_000310

NM_021972
NM_002748
AF153419

NM_022341

NM_002786

NM_021175
AF251062
AL049795

AL542571

IGF-Il ds1
1,23
0,67

0,79
2,01

0,85

2,38
0,73
0,72
1,02
0,90
0,69

2,58
0,49

0,94
0,70
0,62

0,99
0,66
0,62
0,72
0,72
0,91

0,76
0,84

0,61
0,77

0,73
0,73

0,82
1,07

0,64
0,77
0,88

0,87

0,84

0,21
0,84
0,72

0,79

IGF-Il ds3
0,78
0,62

0,79
1,71

0,66

1,50
0,67
1,09
0,95
0,99
0,69

0,66
0,74
0,49

1,04
0,73
0,51

0,79
0,60
0,72
0,91
0,84
1,04

0,78
1,22

0,83
0,79

0,73
0,78

0,34
0,91
0,86

0,62

INSR ds1
0,86
1,05

1,00
0,93

1,01

0,69
0,81
0,95
0,90
0,90
0,89

0,85
0,78

0,93
0,99
0,95

0,88
1,21
0,87
1,06
0,93
1,02

0,92
0,95

0,97
1,02

1,01
1,02

0,88
0,90
0,77
0,94
1,16
1,00

1,02

0,62
1,05
0,96

1,00

IGF1R ds3
0,78
0,51

0,63
1,50

0,96
0,85
0,68

0,62
0,89
0,71
0,63
0,40
0,95

0,76
1,43

0,84
0,83

0,78
0,88

0,70
1,44
0,58
0,80
0,79
0,85

0,57

0,42
0,91
0,95

0,88

) Fortsetzung Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert

Rez. Mix
0,94
0,56

0,70
1,14

0,45

0,98
0,78
0,94
0,92
0,94
0,77

1,48
0,51

0,93
0,90
0,83

0,68
0,94
0,70
0,73
0,49
0,99

0,82
1,11

0,84
0,94

0,87
0,98

0,74
1,25

0,60
0,82
0,99

0,87

0,62

0,52
0,95
0,96

0,90

nonsense

SiRNA

0,62
0,62

0,62
0,62

0,62

0,62
0,62
0,63
0,63
0,63
0,63

0,63
0,63
0,63

0,63
0,63
0,63

0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63

0,64
0,64

0,64
0,64

0,64
0,64

0,64
0,64

0,64
0,64
0,64

0,64

0,64

0,64
0,64
0,64

0,64
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sana | Fortsetzung Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert
‘gene bank . nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen ) IGF-II ds1 IGF-II ds3 INSRds1  IGFIRds3 Rez. Mix ) Gen ) IGF-II ds1 IGF-Il ds3 INSRdsl  IGF1Rds3 Rez. Mix )
acession no.’ SiRNA acession no.’ SiRNA

annexin A4 NM_001153 0,70 0,77 0,61 0,58 0,54 1,84 solute carrier family 33 (acetyl-CoA BE464756 0,78 0,77 0,90 0,72 0,71 0,64
transporter), member 1

claudin 6 NM_021195 1,49 1,76 0,81 2,09 1,66 1,84 MYC induced nuclear antigen Al823896 0,70 0,84 0,96 0,77 0,83 0,65

GATA binding protein 4 AV700724 0,89 0,84 0,91 0,99 1,04 1,85 mitochondrial translational initiation factor 2 NM_002453 0,75 0,66 1,10 0,77 0,85 0,65

hypothetical protein FLJ13725 NM_024519 1,68 1,26 0,90 1,28 1,21 1,85 hypothetical protein DKFZp564K0822 /// NM_030796 0,75 1,11 0,95 0,98 0,94 0,65
hypothetical protein DKFZp564K0822

CD59 antigen p18-20 (antigen identified by BF983379 1,55 1,56 0,89 2,23 1,82 1,85 BRCA2 and CDKN1A interacting protein NM_016567 0,73 0,92 0,94 0,57 0,60 0,65

monoclonal antibodies 16.3A5, EJ16, EJ30,

EL32 and G344)

discoidin domain receptor family, member 1 u48705 1,09 1,14 1,01 0,98 1,06 1,85 cytochrome P450, family 39, subfamily A, NM_016593 0,65 1,19 1,01 0,86 1,03 0,65
polypeptide 1

supervillin NM_003174 2,02 1,74 1,02 1,68 1,41 1,86 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, NM_000807 1,24 2,15 1,08 1,13 1,25 0,65
alpha 2

tropomyosin 1 (alpha) NM_000366 1,46 1,86 0,82 1,80 1,41 1,87 CDC6 cell division cycle 6 homolog (S. U77949 0,55 0,66 0,92 0,51 0,69 0,65
cerevisiae)

carnitine O-octanoyltransferase NM_021151 1,19 1,24 1,01 0,99 1,14 1,87 DKFZP564C186 protein NM_015658 0,74 0,81 0,90 0,78 0,85 0,65

microsomal glutathione S-transferase 3 NM_004528 1,14 1,14 0,79 1,15 0,97 1,87 chromosome 4 open reading frame 9 R06783 0,54 0,81 0,98 0,76 0,78 0,65

bridging integrator 1 NM_004305 112 0,92 1,09 0,84 0,86 1,87 high density lipoprotein binding protein (vigilin) NM_005336 0,84 0,85 0,89 0,72 0,78 0,65

chromosome 6 open reading frame 145 AK024828 1,82 1,83 1,01 1,56 1,45 1,88 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade C D29832 0,52 0,45 0,96 0,59 0,70 0,65
(antithrombin), member 1

hypothetical protein FLJ20647 NM_017918 0,97 1,33 0,98 1,03 1,08 1,88 ST3 beta-galactoside alpha-2,3- AB022918 0,70 0,85 0,90 0,67 0,82 0,65
sialyltransferase 6

growth arrest and DNA-damage-inducible, NM_001924 2,14 1,43 0,93 1,10 0,87 191 chemokine (C-C motif) receptor 6 NM_004367 0,71 0,52 0,92 0,62 0,70 0,65

alpha

heat shock 22kDa protein 8 AF133207 0,94 1,15 0,89 0,95 0,84 191 apolipoprotein A-ll NM_001643 0,73 0,67 0,92 0,89 0,99 0,65

chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte NM_002993 0,58 3,09 0,76 1,58 1,43 1,92 DKFZP586A0522 protein NM_014033 0,51 0,36 0,81 0,53 0,72 0,65

chemotactic protein 2)

transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family NM_000593 1,24 1,02 1,06 1,15 1,04 1,93 GATA zinc finger domain containing 2A AK024670 0,71 1,02 0,81 1,23 1,23 0,65

B (MDR/TAP)

chemokine (C-X-C motif) ligand 10 NM_001565 0,79 0,82 1,19 1,01 1,02 1,94 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, NM_002809 0,76 0,80 0,90 0,67 0,70 0,65
non-ATPase, 3

zinc finger CCCH type domain containing 1 NM_022750 0,94 0,65 1,12 0,84 0,93 1,96 histidyl-tRNA synthetase NM_002109 1,06 0,85 1,03 1,24 1,13 0,65

oculocutaneous albinism II (pink-eye dilution NM_000275 0,77 1,13 0,98 0,70 0,79 1,96 DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha NM_004401 0,80 0,81 0,93 0,72 0,81 0,65

homolog, mouse) polypeptide

heme binding protein 1 NM_015987 0,90 0,60 0,95 0,61 0,70 1,97 histone 1, H3d NM_003530 0,77 1,51 0,92 1,42 1,14 0,66

lipase, hepatic NM_000236 2,07 1,97 0,90 1,28 1,33 1,97 syndecan 1 748199 0,64 0,70 0,76 0,73 0,82 0,66

junction plakoglobin NM_021991 2,09 1,34 0,92 1,91 1,63 1,98 glutaredoxin 2 NM_016066 0,95 0,63 0,98 0,78 0,87 0,66

calpain 7 BE349584 0,91 1,18 0,96 1,05 1,19 1,98 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit NM_003751 0,75 0,79 1,01 0,83 0,89 0,66
9 eta, 116kDa

caveolin 1, caveolae protein, 22kDa NM_001753 3,32 1,39 1,06 2,14 1,52 2,00 zinc fingers and homeoboxes 2 NM_014943 0,87 1,16 0,81 0,98 0,88 0,66

transforming growth factor beta 1 induced BC001830 3,84 2,92 1,02 3,46 2,18 2,00 chromosome 9 open reading frame 78 /// NM_016520 1,04 0,98 0,91 1,10 1,03 0,66

transcript 1 chromosome 9 open reading frame 78

SWI/SNF related, matrix associated, actin NM_003078 1,14 1,27 0,93 0,90 0,91 2,02 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 NM_004181 0,81 1,09 0,95 0,90 0,88 0,66

dependent regulator of chromatin, subfamily d, (ubiquitin thiolesterase)

member 3

optineurin AV757675 1,71 1,04 0,96 1,90 1,60 2,05 carbonic anhydrase XII NM_001218 0,56 0,66 0,97 0,58 0,63 0,66

WAS protein family, member 3 AB020707 1,52 1,41 0,93 1,33 1,18 2,05 mercaptopyruvate sulfurtransferase NM_021126 0,65 0,91 0,85 0,71 0,75 0,66

$100 calcium binding protein A10 (annexin Il NM_002966 1,63 1,14 0,74 1,44 1,12 2,07 low density lipoprotein receptor (familial Al861942 1,02 0,79 0,92 1,13 0,96 0,66

ligand, calpactin |, light polypeptide (p11)) hypercholesterolemia)

ring finger protein 38 NM_022781 1,83 1,65 0,76 1,50 1,29 2,08 stromal cell protein NM_018845 0,83 0,83 0,88 0,57 0,62 0,66

transgelin NM_003186 7,20 6,23 0,75 11,63 6,09 2,11 GDP-mannose pyrophosphorylase A NM_013335 0,67 0,67 1,09 0,57 0,68 0,66

tetraspanin 3 BC000704 1,20 1,53 0,88 2,00 1,67 2,13 exosome component 5 NM_020158 0,66 0,72 1,07 0,59 0,66 0,66

AMP-activated protein kinase family member 5 NM_014840 3,21 2,16 0,98 3,83 2,31 2,20 interferon-related developmental regulator 1 AAT47426 0,95 0,93 1,05 1,08 0,91 0,66

tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Al738896 1,03 0,91 1,08 1,90 1,54 2,20 aldehyde dehydrogenase 4 family, member A1 NM_003748 0,66 0,66 0,77 0,56 0,60 0,66

immunoglobulin superfamily, member 3 AB007935 1,47 1,45 0,90 1,28 1,10 2,21 dyskeratosis congenita 1, dyskerin U59151 0,63 0,78 1,08 0,89 0,94 0,66

epithelial membrane protein 3 NM_001425 2,46 131 1,16 1,40 119 2,25 glycogen synthase kinase 3 beta BC000251 1,08 0,84 0,93 1,19 118 0,66

acheron NM_018357 1,65 1,71 1,03 1,82 1,48 2,27 KIAA0152 BC000371 0,77 0,79 0,88 0,82 0,88 0,66

vitronectin (serum spreading factor, NM_000638 1,50 0,67 0,91 1,30 1,21 2,31 hypothetical protein FLJ20272 NM_017735 0,84 0,78 1,06 0,81 0,84 0,66

somatomedin B, complement S-protein)

sideroflexin 3 M95929 1,64 0,81 1,00 1,12 1,18 2,31 SLD5 homolog /// SLD5 homolog BC005995 0,71 1,10 0,92 0,62 0,72 0,66

cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) M34064 2,48 2,22 1,01 2,44 1,87 2,37 mitochondrial ribosomal protein S16 BE964789 0,80 0,74 1,03 0,64 0,67 0,66

LY6/PLAUR domain containing 1 AL567376 2,33 6,19 1,08 4,80 2,37 2,40 olfactomedin-like 3 NM_020190 0,89 0,90 0,71 1,68 1,41 0,66

nuclear factor of kappa light polypeptide gene NM_020529 0,90 0,93 0,90 1,95 1,70 2,40 Ribosomal protein L11 /// Ribosomal protein NM_000975 0,71 0,95 0,89 1,08 1,05 0,66

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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® Fortsetzung Tabelle E: Gene, durch nonsense siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant und biologisch relevant reguliert
‘gene bank nonsense ‘gene bank . nonsense
Gen ) IGF-II ds1 IGF-II ds3 INSRds1  IGFIRds3 Rez. Mix ) Gen ) IGF-II ds1 IGF-Il ds3 INSRdsl  IGF1Rds3 Rez. Mix )
acession no.’ SiRNA acession no.’ SiRNA

enhancer in B-cells inhibitor, alpha L11

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma NM_001511 1,10 4,58 0,85 2,04 2,21 2,45 signal sequence receptor, alpha (translocon- NM_003144 0,83 0,71 0,90 0,50 0,61 0,66

growth stimulating activity, alpha) associated protein alpha)

chromosome 2 open reading frame 31 /// NM_030804 1,76 2,16 0,86 2,17 1,89 2,47 glutamic-oxaloacetic transaminase 1, soluble BC000498 0,50 0,50 0,95 0,58 0,70 0,66

chromosome 2 open reading frame 31 (aspartate aminotransferase 1)

serine protease inhibitor, Kunitz type 1 NM_003710 2,23 1,24 1,05 2,33 1,82 2,48 zinc finger with KRAB and SCAN domains 1 AAB53300 0,80 0,90 0,87 0,97 1,04 0,66

aldehyde dehydrogenase 3 family, member A2 NM_000382 1,05 1,39 0,98 1,10 0,95 2,53 RAS p21 protein activator (GTPase activating NM_002890 0,74 0,67 1,00 0,99 1,05 0,66
protein) 1

solute carrier family 12 NM_001046 0,99 1,95 0,96 2,64 2,03 2,57 RuvB-like 1 (E. coli) NM_003707 0,68 0,83 0,90 0,86 0,83 0,66

(sodium/potassium/chloride transporters),

member 2

membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa NM_002436 1,28 0,91 1,15 1,45 1,34 2,59 succinate dehydrogenase complex, subunit B, NM_003000 0,84 0,79 0,93 0,76 0,80 0,66
iron sulfur (Ip)

tubulin, alpha 3 AF141347 5,81 31,69 1,01 32,15 15,11 2,60 placenta-specific 8 NM_016619 2,24 1,21 0,82 0,90 1,08 0,66

annexin A3 M63310 3,92 2,41 0,83 2,85 2,42 2,61 opioid growth factor receptor NM_007346 0,84 0,85 0,91 0,78 0,86 0,66

interleukin 8 NM_000584 1,93 1,30 1,13 1,39 1,30 2,62 tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein- J03225 1,25 0,87 0,92 1,23 1,38 0,66
associated coagulation inhibitor)

hypothetical protein FLJ10847 NM_018242 0,77 0,89 0,81 0,66 0,65 2,63

chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 NM_002996 1,14 1,04 0,91 3,58 2,71 2,64

tubulin, beta polypeptide paralog AL533838 2,68 6,41 0,88 2,10 1,38 2,77

alanyl (membrane) aminopeptidase NM_001150 1,59 111 0,91 1,00 1,00 2,88

(aminopeptidase N, aminopeptidase M,
microsomal aminopeptidase, CD13, p150)

syndecan 4 (amphiglycan, ryudocan) NM_002999 1,26 1,02 0,97 1,43 1,34 3,03
caveolin 2 BF197655 3,26 1,62 0,98 0,87 0,85 3,07
homeo box A5 NM_019102 0,70 1,36 0,96 191 1,43 3,12
neutrophil cytosolic factor 2 (65kDa, chronic BC001606 2,87 2,31 1,07 6,47 4,28 3,20
granulomatous disease, autosomal 2)

follistatin-like 3 (secreted glycoprotein) NM_005860 1,64 1,45 1,03 1,42 1,25 341
suppressor of cytokine signaling 2 NM_003877 3,67 2,22 1,27 2,94 2,27 3,69
natriuretic peptide precursor B NM_002521 13,35 8,68 1,00 12,41 10,64 3,93
ubiquitin D NM_006398 1,92 1,11 0,98 7,32 6,05 6,08

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

Gen

fatty acid binding protein 1, liver

carbonic anhydrase I

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2

scavenger receptor class B, member 1

complement component 3

nuclear protein E3-3

hypothetical protein FLJ22390

glutamate dehydrogenase 1

serum amyloid A4, constitutive

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20
NFS1 nitrogen fixation 1 (S. cerevisiae)

A kinase (PRKA) anchor protein 2 /// PALM2-AKAP2 protein
transferrin

annexin A9

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
complement component 4 binding protein, beta
CGlI-49 protein

collagen, type |, alpha 1

tensin-like SH2 domain containing 1

family with sequence similarity 46, member A

kinesin family member 3C

calponin 2

NCK adaptor protein 2

Desmoglein 2

Rho-related BTB domain containing 1

RNA binding maitif, single stranded interacting protein 1
keratin 19

myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle

microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM domain containing 1

drebrin 1
polo-like kinase 2 (Drosophila)
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)

Tabelle F: Gene, durch IGF1R und AUCH durch IGF-Il reguliert

‘gene bank acession no.’

NM_001443
M36532
NM_000904
NM_005505
NM_000064
BC002873
NM_022746
AlI339331
NM_006512
BC001689
NM_021100
NM_007203
NM_001063
AF230929
R52647
NM_000716
NM_016002
K01228
NM_022748
AW?246673
AF035621
NM_004368
BC000103
NM_001943
AB018283
NM_016839
NM_002276
AI827941
NM_022765
NM_004395
NM_006622
NM_012242
NM_004932

IGF-1l ds1

0,50
0,45
0,57
0,55
0,19
0,58
0,44
0,63
0,25
0,55
0,63
0,64
0,60
0,54
0,58
0,44
0,51
2,34
1,51
1,91
1,73
1,99
1,54
2,12
1,86
1,99
2,88
1,91
2,17
1,54
2,04
1,61
1,93

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-Il ds3

0,64
0,48
0,53
0,59
0,31
0,59
0,62
0,63
0,17
0,56
0,53
0,64
0,61
0,63
0,58
0,32
0,64
1,77
1,84
2,25
1,72
1,70
1,65
1,66
1,85
1,59
1,77
1,59
1,71
1,75
1,54
2,19
2,12

INSR ds1

0,70
0,88
0,92
0,92
0,94
0,97
0,93
0,82
0,81
0,94
0,94
0,80
0,90
0,85
0,88
0,84
0,85
1,13
0,95
0,95
1,06
0,96
0,84
0,93
0,94
0,84
1,25
0,87
1,05
0,85
1,04
1,33
1,09

IGF1R ds3

0,37
0,38
0,42
0,49
0,50
0,50
0,50
0,52
0,55
0,58
0,60
0,61
0,62
0,63
0,64
0,64
0,64
1,52
1,58
1,59
161
1,61
1,61
1,62
1,65
1,65
1,65
1,68
1,69
1,69
1,70
1,74
1,75

Rez. Mix

0,43
0,51
0,48
0,63
0,66
0,61
0,60
0,73
0,80
0,64
0,68
0,68
0,69
0,75
0,87
0,76
0,72
1,45
1,48
1,44
1,34
1,34
1,35
1,42
1,26
1,47
1,44
1,45
1,24
1,57
1,28
1,73
1,54

nonsense siRNA

0,74
0,71
0,78
0,89
0,83
0,72
0,68
1,11
0,70
0,75
0,68
0,70
0,92
0,70
0,75
0,75
0,77
1,22
1,46
1,22
1,15
1,21
1,27
1,43
0,98
1,42
1,00
1,30
1,20
0,88
0,91
1,17
1,46
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Gen

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid potentiating activity, collagenase

inhibitor)

limitrin

headcase homolog (Drosophila)

formin binding protein 1-like

protocadherin 17

testis derived transcript (3 LIM domains)

cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide 1
Rho family GTPase 3

Microtubule-associated protein 1B
dihydropyrimidinase-like 2

CK2 interacting protein 1; HQ0024c protein
dihydropyrimidinase-like 3

ring finger protein 44

latent transforming growth factor beta binding protein 1
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

transforming growth factor, beta 2

prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4)

insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
fibronectin leucine rich transmembrane protein 3

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2
A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12
amphiregulin (schwannoma-derived growth factor)
platelet derived growth factor C

downregulated in ovarian cancer 1

four and a half LIM domains 2

| factor (complement)

actin, alpha 1, skeletal muscle

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5
chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican)

calponin 1, basic, smooth muscle

complement component 3

‘gene bank acession no.’

NM_003254
AW888223
NM_016217
AW270932
NM_014459
NM_015641
NM_019885
BG054844
AL523076
NM_001386
NM_016274
W72516
NM_014901
Al986120
114561
NM_001554
M19154
Al675173
NM_000597
NM_013281
AK027193
AB003476
NM_001657
NM_016205
NM_014890
NM_001450
NM_000204
NM_001100
AF062006
BF590263
NM_001299
NM_000064

Fortsetzung Tabelle F: Gene, durch IGF1R und AUCH durch IGF-Il reguliert

IGF-Il ds1

2,89
2,46
1,51
1,67
1,57
1,80
2,70
1,88
1,74
2,05
1,77
1,51
1,60
2,26
1,80
3,67
1,81
1,52
2,76
2,02
1,96
5,16
1,84
1,93
1,95
454
0,64
4,03
2,01
4,24
3,98
0,50

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

1,67
1,88
1,55
1,83
2,29
1,59
3,45
1,57
2,59
2,12
2,18
1,84
1,98
2,33
2,01
1,88
1,58
4,38
2,23
2,15
1,67
2,71
6,58
1,96
2,09
2,06
0,63
4,18
2,11
4,27
2,61
0,64

INSR ds1

1,03
0,92
0,96
0,82
0,98
0,84
1,03
1,04
1,09
0,85
0,88
1,11
0,96
1,17
0,92
1,09
1,10
0,99
0,82
0,81
0,99
0,94
0,90
0,85
0,86
1,14
0,81
0,96
1,34
0,95
1,02
0,70

IGF1R ds3

1,75
1,78
1,81
1,85
1,85
1,87
1,87
1,88
1,93
1,94
1,95
2,01
2,05
2,14
2,21
2,21
2,22
2,33
2,34
2,39
2,46
2,67
2,76
2,79
2,97
2,99
3,00
3,35
3,38
3,86
5,32
0,37

Rez. Mix

1,45
1,49
1,52
1,46
2,02
1,29
1,92
1,84
1,37
1,67
1,50
1,58
1,73
2,06
1,87
1,82
1,57
2,26
2,01
1,48
1,76
1,64
2,23
2,17
1,81
2,04
2,25
2,00
2,86
2,62
2,70
0,43

nonsense siRNA

1,40
1,22
1,27
1,19
0,78
1,04
1,06
1,07
0,98
1,20
1,30
1,08
1,27
1,16
1,26
1,11
1,04
1,24
1,00
1,37
1,20
1,43
1,34
1,14
1,16
1,42
0,91
1,39
1,12
1,48
1,46
0,74
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Anhang

Gen

carbonic anhydrase I
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20

nuclear protein E3-3

scavenger receptor class B, member 1

hypothetical protein FLJ22390

| factor (complement)

fatty acid binding protein 1, liver

headcase homolog (Drosophila)

Rho family GTPase 3

transforming growth factor, beta 2

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2
drebrin 1

dihydropyrimidinase-like 3

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

platelet derived growth factor C

ring finger protein 44

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1

four and a half LIM domains 2

downregulated in ovarian cancer 1

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5
cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
dihydropyrimidinase-like 2

CK2 interacting protein 1; HQ0024c protein

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
protocadherin 17

latent transforming growth factor beta binding protein 1
calponin 1, basic, smooth muscle

A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12
cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide 1

actin, alpha 1, skeletal muscle

Tabelle G: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF-Il reguliert

‘gene bank acession no.’

M36532
NM_000904
BC001689
BC002873
NM_005505
NM_022746
NM_000204
NM_001443
NM_016217
BG054844
M19154
AK027193
NM_004395
W72516
NM_001554
NM_016205
NM_014901
114561
NM_001450
NM_014890
AF062006
NM_004932
NM_001386
NM_016274
NM_012242
NM_000597
NM_014459
Al986120
NM_001299
AB003476
NM_019885
NM_001100

IGF-Il ds1

0,57
0,45
0,44
0,58
0,55
0,55
0,19
1,77
1,51
1,93
1,81
1,54
151
5,16
2,05
1,60
1,61
1,96
1,95
3,67
1,88
1,80
2,70
4,03
2,76
1,57
4,54
2,26
1,93
1,84
0,64
1,52

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

0,53
0,48
0,62
0,59
0,59
0,56
0,31
2,18
1,55
2,12
1,58
1,75
1,84
2,71
2,12
1,98
2,19
1,67
2,09
1,88
1,57
2,01
3,45
4,18
2,23
2,29
2,06
2,33
1,96
6,58
0,63
4,38

INSR ds1

0,92
0,88
0,93
0,97
0,92
0,94
0,94
0,88
0,96
1,09
1,10
0,85
1,11
0,94
0,85
0,96
1,33
0,99
0,86
1,09
1,04
0,92
1,03
0,96
0,82
0,98
1,14
1,17
0,85
0,90
0,81
0,99

IGF1R ds3

0,42
0,38
0,50
0,50
0,49
0,58
0,50
1,95
1,81
1,75
2,22
1,69
2,01
2,67
1,94
2,05
1,74
2,46
2,97
2,21
1,88
2,21
1,87
3,35
2,34
1,85
2,99
2,14
2,79
2,76
3,00
2,33

Rez. Mix

0,48
0,51
0,60
0,61
0,63
0,64
0,66
1,50
1,52
1,54
1,57
1,57
1,58
1,64
1,67
1,73
1,73
1,76
1,81
1,82
1,84
1,87
1,92
2,00
2,01
2,02
2,04
2,06
2,17
2,23
2,25
2,26

nonsense siRNA

0,78
0,71
0,68
0,72
0,89
0,75
0,83
1,30
1,27
1,46
1,04
0,88
1,08
1,43
1,20
1,27
1,17
1,20
1,16
1,11
1,07
1,26
1,06
1,39
1,00
0,78
1,42
1,16
1,14
1,34
0,91
1,24
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Anhang

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1
chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican) BF590263 4,24
prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) Al675173 3,98
amphiregulin (schwannoma-derived growth factor) NM_001657 2,01

Tabelle H: Gene, durch IGF1R und AUCH durch INSR reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1

fatty acid desaturase 1 BE540552 0,53

Tabelle I: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF1R reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-1l ds1
synaptobrevin-like 1 NM_005638 0,95
mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli) u04045 0,88
LR8 protein NM_014020 0,52
likely ortholog of mouse hypoxia induced gene 1 NM_014056 1,04
alanyl-tRNA synthetase NM_001605 0,64
fatty acid binding protein 1, liver NM_001443 0,50
inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 NM_014214 0,95
cytochrome c oxidase subunit Vlla polypeptide 2 like NM_004718 0,98
carbonic anhydrase Il M36532 0,45
fatty acid desaturase 1 BE540552 0,53
male-enhanced antigen NM_014623 0,96
HSPCO009 protein NM_014019 0,76
solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 18 NM_002555 0,90
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; ornithine transporter) member 15 NM_014252 0,71
growth hormone inducible transmembrane protein AL136713 0,78
transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 NM_006283 0,86
aminoacylase 1 NM_000666 0,70
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 NM_000904 0,57
pyruvate dehydrogenase complex, component X NM_003477 0,86

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

Fortsetzung Tabelle G: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF-Il reguliert

IGF-1l ds3

4,27
2,61
2,11

IGF-11 ds3
1,09

IGF-Il ds3

0,82
1,03
0,84
0,82
0,83
0,64
1,03
0,83
0,48
1,09
0,87
0,87
0,58
0,58
0,84
0,84
0,52
0,53
0,62

INSR ds1

0,95
1,02
1,34

INSR ds1

0,60

INSR ds1

0,92
0,91
0,70
0,83
1,00
0,70
0,83
0,90
0,88
0,60
0,87
0,97
1,00
0,90
0,87
0,84
0,96
0,92
0,91

IGF1R ds3

3,86
5,32
3,38

IGF1R ds3
0,38

IGF1R ds3

0,32
0,33
0,33
0,34
0,35
0,37
0,37
0,38
0,38
0,38
0,38
0,38
0,40
0,40
0,41
0,42
0,42
0,42
0,42

Rez. Mix

2,62
2,70
2,86

Rez. Mix
0,42

Rez. Mix

0,45
0,39
0,40
0,42
0,40
0,43
0,41
0,40
0,51
0,42
0,49
0,45
0,46
0,52
0,52
0,53
0,50
0,48
0,56

nonsense siRNA

1,48
1,46
1,12

nonsense siRNA

0,75

nonsense siRNA

0,95
0,87
1,41
0,94
0,72
0,74
1,11
1,15
0,71
0,75
0,77
0,78
0,80
0,72
0,88
0,71
0,90
0,78
0,83
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Anhang

Fortsetzung Tabelle I: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF1R reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
pro-oncosis receptor inducing membrane injury gene BG538627 1,12 0,91 0,85 0,43 0,59 0,99
dicarbonyl/L-xylulose reductase NM_016286 0,63 0,69 0,90 0,43 0,52 0,86
phosphorylase, glycogen; liver (Hers disease, glycogen storage disease type VI) NM_002863 0,68 0,45 0,83 0,43 0,55 1,15
phosphoglucomutase 1 NM_002633 0,75 0,78 0,96 0,45 0,57 1,18
clathrin, light polypeptide (Lca) NM_007096 0,97 0,98 0,80 0,45 0,45 0,98
fumarylacetoacetate hydrolase (fumarylacetoacetase) NM_000137 0,70 0,56 0,94 0,45 0,51 0,72
12—0A|1:Dla2 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, D50544 0.86 082 1,00 046 051 079
biliverdin reductase B (flavin reductase (NADPH)) NM_000713 0,83 0,49 0,91 0,46 0,46 0,68
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 Al754404 0,85 1,24 0,96 0,46 0,59 1,08
v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like 2 NM_002466 0,72 1,07 0,85 0,47 0,59 0,88
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 pseudogene 1 NM_005758 0,84 1,07 0,96 0,47 0,60 1,16
CGI-119 protein NM_016056 0,94 0,94 0,80 0,47 0,53 0,90
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), member 1 u25147 0,55 0,75 0,80 0,48 0,55 0,86
crystallin, zeta (quinone reductase) NM_001889 0,95 0,63 0,86 0,48 0,62 0,77
TNF receptor-associated protein 1 NM_016292 0,66 0,73 1,00 0,49 0,64 0,69
R3H domain (binds single-stranded nucleic acids) containing NM_015361 0,98 0,87 0,82 0,49 0,57 0,90
CD302 antigen NM_014880 0,80 0,70 0,80 0,49 0,65 0,67
scavenger receptor class B, member 1 NM_005505 0,55 0,59 0,92 0,49 0,63 0,89
polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit) BC004170 0,64 0,77 0,86 0,49 0,64 0,76
mitochondrial ribosomal protein L9 BC004517 0,92 0,98 0,87 0,50 0,53 0,85
complement component 3 NM_000064 0,19 0,31 0,94 0,50 0,66 0,83
putative MAPK activating protein Al983505 1,16 0,95 0,96 0,50 0,55 1,02
nuclear protein E3-3 BC002873 0,58 0,59 0,97 0,50 0,61 0,72
glutathione S-transferase A4 NM_001512 0,60 0,86 0,89 0,50 0,58 0,70
hypothetical protein FLJ22390 NM_022746 0,44 0,62 0,93 0,50 0,60 0,68
E-1 enzyme NM_021204 0,76 0,78 0,91 0,51 0,63 0,82
NAD(P)H:quinone oxidoreductase type 3, polypeptide A2 NM_016243 1,14 0,88 0,96 0,51 0,55 0,73
membrane cofactor protein (CD46, trophoblast-lymphocyte cross-reactive antigen) NM_002389 0,86 0,78 0,85 0,52 0,54 1,03
phytanoyl-CoA hydroxylase (Refsum disease) NM_006214 0,77 0,87 0,89 0,52 0,64 0,87
serum/glucocorticoid regulated kinase-like NM_013257 0,94 0,70 0,91 0,52 0,55 1,11
protein disulfide isomerase-associated 4 BC000425 0,66 0,91 0,90 0,52 0,63 0,70
chromosome 21 open reading frame 45 NM_018944 0,77 0,97 0,93 0,52 0,59 1,05
epoxide hydrolase 2, cytoplasmic AF233336 0,68 0,64 0,93 0,52 0,56 0,87
bleomycin hydrolase NM_000386 0,91 0,80 0,97 0,53 0,64 0,73
sterol-C4-methyl oxidase-like U93162 0,82 0,72 0,76 0,53 0,56 0,96
septin 10 BF966021 0,96 1,09 0,81 0,53 0,54 0,83

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

Fortsetzung Tabelle I: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF1R reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 (soluble) NM_002130 0,72 0,77 0,91 0,53 0,66 0,80
peroxisomal D3,D2-enoyl-CoA isomerase NM_006117 0,78 0,58 0,93 0,53 0,60 0,77
galactose-1-phosphate uridylyltransferase NM_000155 0,69 0,66 1,04 0,54 0,62 1,02
cytochrome c-1 NM_001916 0,45 0,72 1,01 0,54 0,65 0,85
GPAA1P anchor attachment protein 1 homolog (yeast) NM_003801 0,84 0,93 0,94 0,54 0,63 0,73
aprataxin NM_017692 0,70 0,81 0,92 0,54 0,58 0,87
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) BC000408 0,66 0,78 0,76 0,54 0,57 0,77
interleukin-1 receptor-associated kinase 1 NM_001569 0,89 0,89 0,98 0,54 0,60 0,70
g:ﬁ?geen%l hydrolase-like (serine hydrolase; breast epithelial mucin-associated NM_004332 0.94 1,01 093 055 057 1,00
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; oxoglutarate carrier), member 11 NM_003562 0,51 0,84 0,93 0,55 0,64 0,82
fibroblast growth factor receptor 4 NM_002011 0,65 0,70 0,87 0,55 0,61 0,76
(vdroymetnyigiaaricaciauria) e NM_000101 0,87 0,04 0,08 055 062 1,09
mitogen-activated protein kinase 9 W37431 0,85 1,01 0,83 0,55 0,62 1,02
butyrophilin, subfamily 3, member A2 BC002832 0,91 0,65 0,97 0,55 0,62 0,72
adiponutrin NM_025225 0,70 0,88 0,75 0,56 0,59 0,78
exosome component 2 BC000747 0,71 0,76 0,98 0,56 0,61 0,68
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta NM_006892 0,84 0,93 0,96 0,56 0,65 1,35
chromosome 21 open reading frame 33 NM_004649 0,81 0,92 0,98 0,56 0,59 0,83
outer mitochondrial membrane cytochrome b5 AW235051 0,90 0,85 0,80 0,56 0,61 0,88
selenoprotein X, 1 NM_016332 0,78 0,60 0,91 0,56 0,66 0,80
phosphatidylinositol glycan, class F NM_002643 0,91 0,76 0,92 0,56 0,63 0,88
N-acetylneuraminic acid synthase (sialic acid synthase) NM_018946 0,54 0,75 0,89 0,57 0,62 0,69
immature colon carcinoma transcript 1 NM_001545 0,79 0,73 0,94 0,57 0,64 0,69
gb%ﬁ:zﬁ?ﬁ%?f,::g 6, elongation of long chain fatty acids (FEN1/Elo2, NM_024090 0585 0,98 0.86 0,57 0,62 0588
ribonuclease H2, large subunit NM_006397 0,84 1,07 0,90 0,57 0,65 0,75
CDNA FLJ42949 fis, clone BRSTN2006583 AL109716 0,69 0,64 0,78 0,57 0,61 0,87
NHL repeat containing 2 NM_017687 0,77 0,94 0,88 0,57 0,61 0,95
gggsiﬁggg?ssz;ﬁg;oisr;s:ﬁé;)al‘(se:arboxylase, phosphoribosylaminoimidazole AAQO2652 0,68 077 0.86 0,58 0,65 068
enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3 NM_024693 0,58 0,79 0,91 0,58 0,61 1,14
phenylalanine hydroxylase NM_000277 0,54 0,85 0,83 0,58 0,65 0,78
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 Al039874 0,80 0,46 0,87 0,58 0,66 0,73
solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20 BC001689 0,55 0,56 0,94 0,58 0,64 0,75
homogentisate 1,2-dioxygenase (homogentisate oxidase) NM_000187 0,65 0,74 0,93 0,58 0,63 0,82
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) U94592 1,00 0,88 0,81 0,59 0,62 0,90
tetratricopeptide repeat domain 15 NM_016030 0,84 0,84 0,96 0,59 0,62 0,71

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Fortsetzung Tabelle I: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch IGF1R reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
sialidase 1 (lysosomal sialidase) u84246 1,23 0,99 0,79 0,59 0,54 1,30
asparagine-linked glycosylation 6 homolog (yeast, alpha-1,3-glucosyltransferase) NM_013339 0,89 0,76 0,92 0,59 0,63 0,81

queuine tRNA-ribosyltransferase 1 (tRNA-guanine transglycosylase) /// queuine

tRNA-ribosyltransferase 1 (tRNA-guanine transglycosylase) NM_031209 0.76 0.87 1,02 059 063 085

Tabelle J: Gene, durch Rez. Mix und AUCH durch INSR reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
fatty acid desaturase 1 BE540552 0,53 1,09 0,60 0,38 0,42 0,75
amyloid beta (A4) precursor protein (protease nexin-ll, Alzheimer disease) NM_000484 1,30 0,91 0,64 1,45 1,50 0,88

Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-1l ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
chromosome 20 open reading frame 59 NM_022082 0,91 0,55 0,95 0,51 0,69 0,88
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 AU152107 0,71 0,89 0,95 0,52 0,68 0,79
cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual specificity phosphatase) AF213033 0,96 0,85 0,93 0,53 0,70 0,87
acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) NM_000019 0,66 0,83 0,94 0,53 0,67 0,80
dihydropyrimidine dehydrogenase NM_000110 0,54 0,83 0,92 0,54 0,71 0,67
primase, polypeptide 1, 49kDa NM_000946 0,82 1,11 1,01 0,55 0,71 0,76
McKusick-Kaufman syndrome NM_018848 0,72 1,10 0,95 0,55 0,69 0,96
aurora kinase B AB011446 0,79 1,00 0,89 0,55 0,72 0,79
COMM domain containing 8 NM_017845 0,86 0,85 0,88 0,56 0,75 0,87
START domain containing 7 /// START domain containing 7 NM_020151 0,83 0,91 0,95 0,56 0,70 1,01
L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chain BC000306 0,62 0,86 0,91 0,57 0,68 0,89
coronin, actin binding protein, 2A NM_003389 0,73 0,68 0,90 0,57 0,67 1,38
thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese) D87292 0,61 0,78 1,04 0,57 0,72 1,11
Fukuyama type congenital muscular dystrophy (fukutin) NM_006731 0,87 0,86 0,89 0,57 0,67 0,89
erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4B NM_019114 0,71 0,52 0,94 0,57 0,69 0,92
cyclin A2 NM_001237 0,81 0,73 0,89 0,57 0,79 0,76
SLC2A4 regulator BE898559 0,64 0,68 0,74 0,58 0,72 0,79
KIAA0664 protein AB014564 0,67 0,65 1,00 0,59 0,75 0,73

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

nucleobindin 2

Cell division cycle 2, G1to Sand G2to M
adenylosuccinate synthase

nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3
RA-regulated nuclear matrix-associated protein
LYRIC/3D3

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, 51kDa
ligatin

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide C
chromosome 14 open reading frame 94

carbonic reductase 4

PDZ binding kinase

nidogen (enactin)

galactokinase 1

chromosome condensation protein G

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10
hypothetical protein FLJ20364

arylacetamide deacetylase (esterase)

inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase A

ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1
protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
hypothetical protein MGC21416

kinesin family member 14

aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1
polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit)
deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase)

origin recognition complex, subunit 3-like (yeast)

coenzyme Q3 homolog, methyltransferase (yeast) /// coenzyme Q3 homolog,

methyltransferase (yeast)

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 1 /// RNA-binding region (RNP1, RRM)

containing 1

MCM6 minichromosome maintenance deficient 6 (MIS5 homolog, S. pombe) (S.

cerevisiae)
KIAAQ376 protein

inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase

sema domain, immunoglobulin domain (lg), transmembrane domain (TM) and short

cytoplasmic domain, (semaphorin) 4G
ATPase, H+ transporting, lysosomal 70kDa, V1 subunit A

Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’

NM_005013
AL524035
AAG28948
NM_005693
AK001261
Al886796
NM_006773
AF092131
NM_006893
NM_003093
NM_017815
AL049442
NM_018492
BF940043
BGA474736
NM_022346
NM_002801
AF269167
NM_001086
NM_002220
NM_014674
u47077
BE673723
NM_014875
BG399778
NM_002692
NM_012145
AF125507

NM_017421
AL109955

NM_005915

AB002374
AF235049

NM_018121
NM_001690

IGF-Il ds1

0,94
1,00
1,04
0,68
0,77
0,59
0,80
0,71
0,71
0,89
0,87
0,95
0,76
0,87
0,75
0,67
0,75
0,52
0,67
0,74
0,92
0,73
0,95
0,91
0,68
0,81
0,71
0,92

0,78
0,77

0,83

1,03
1,07

0,86
0,79

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

0,94
1,17
0,99
0,61
1,18
0,72
0,83
0,86
0,78
0,88
0,86
1,15
0,88
1,11
0,75
0,99
0,69
0,85
0,71
0,65
0,73
0,94
1,15
0,97
0,79
0,78
0,90
0,83

0,74
1,04

1,13

1,02
0,88

0,60
0,74

INSR ds1

0,93
0,94
0,90
0,93
0,91
0,92
1,01
0,96
1,02
0,95
0,98
1,01
0,96
0,74
0,94
0,91
1,13
1,02
1,08
1,00
0,92
0,94
0,96
0,80
0,84
0,93
0,99
0,93

0,95

IGF1R ds3

0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,60
0,60
0,60
0,60
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62

0,62
0,62

0,62

0,62
0,62

0,62
0,62

Rez. Mix

0,68
0,75
0,67
0,70
0,77
0,70
0,72
0,69
0,68
0,72
0,68
0,79
0,76
0,75
0,70
0,71
0,69
0,74
0,83
0,69
0,70
0,73
0,67
0,76
0,72
0,73
0,70
0,76

0,76
0,67

0,78

0,68
0,69

0,73
0,78

nonsense siRNA

0,83
0,93
0,82
0,71
0,79
0,73
0,72
0,98
0,73
0,88
0,96
0,97
0,91
0,89
0,98
0,69
0,91
0,74
0,92
1,11
0,99
0,78
0,96
0,79
0,78
0,83
0,74
0,74

0,72
0,88

0,86

0,98
0,97

0,87
0,85
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Anhang

Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA

;s/tl:t)r/gi(f::rrgsl—es”—gggﬁg:)ate O-acyltransferase 5 (lysophosphatidic acid NM_018361 095 094 0,98 0,62 0,69 087
anaphase promoting complex subunit 5 /// anaphase promoting complex subunit 5 T33068 0,76 0,88 0,93 0,62 0,70 0,83
Z‘e)mgli(lj)r;cgz:ﬁllgg)fg;(t);?)l?ﬁqs:mlrl;r;?lztor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment NM_000934 083 0,66 0,85 0,62 0.80 1,08
nga domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain, (semaphorin) NM_020241 0,69 068 0,88 0,62 067 070
interferon regulatory factor 3 NM_001571 0,88 0,82 0,99 0,63 0,69 0,79
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14 D31887 0,74 0,66 0,81 0,63 0,68 0,89
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 12 Al446530 0,69 0,77 0,88 0,63 0,69 0,73
malic enzyme 2, NAD(+)-dependent, mitochondrial BC000147 0,70 1,07 0,91 0,63 0,72 1,11
mitochondrial ribosomal protein L17 AK026857 0,83 0,81 1,03 0,63 0,79 0,77
aminomethyltransferase (glycine cleavage system protein T) NM_000481 0,90 0,88 0,95 0,63 0,68 0,83
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 M32721 0,73 1,00 0,85 0,63 0,71 0,76
MpV17 transgene, murine homolog, glomerulosclerosis NM_002437 0,81 0,73 0,97 0,63 0,67 0,74
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12 NM_016142 0,74 1,03 0,83 0,63 0,68 0,81
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 6 AF308472 0,74 0,78 0,94 0,63 0,67 1,07
solute carrier family 37 (glycerol-6-phosphate transporter), member 4 NM_001467 0,71 0,88 0,92 0,63 0,67 1,22
lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase) AW084510 0,73 0,78 0,83 0,63 0,67 0,79
retinol dehydrogenase 11 (all-trans and 9-cis) AL096716 0,99 1,14 0,79 0,63 0,74 0,94
N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase)-like AK024677 0,86 0,87 0,93 0,63 0,72 0,86
COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 7A (Arabidopsis) AF193844 0,78 0,81 0,89 0,63 0,71 0,82
annexin A7 NM_004034 0,96 0,76 0,90 0,63 0,74 0,91
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39 NM_005804 0,72 0,97 0,91 0,63 0,68 0,79
tubulin, gamma 1 NM_001070 0,68 0,74 0,93 0,64 0,73 0,73
F-box protein 5 NM_012177 0,88 1,11 0,93 0,64 0,74 0,89
dudulin 2 NM_018234 1,01 0,90 0,95 0,64 0,71 0,86
squalene epoxidase AF098865 0,76 0,98 0,80 0,64 0,67 0,90
solute carrier family 35 (UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAC) transporter), NM 012243 0.99 0,88 0,87 0,64 078 1,00
member A3 -

nipsnap homolog 1 (C. elegans) AWO083371 0,70 0,79 0,84 0,64 0,71 0,92
FLJ23311 protein NM_024680 0,83 1,03 0,88 0,64 0,76 0,78
NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 7 AL080111 1,63 0,98 0,78 0,64 0,67 1,39
deoxyhypusine synthase NM_001930 0,87 0,99 1,00 0,64 0,74 0,96
g;supcag:%?;—llé?:;dsS)chosylatlon 5 homolog (yeast, dolichyl-phosphate beta- NM_013338 056 091 0581 064 068 070
dynamin 1 AF035321 1,26 0,88 0,93 0,64 0,69 0,83
hypothetical protein FLJ11273 AV705186 0,82 1,17 0,70 0,64 0,70 0,80
coatomer protein complex, subunit zeta 1 NM_016057 0,84 0,54 0,80 0,64 0,71 0,75

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

WD repeat domain 18

dynactin 4 (p62)

chromosome 20 open reading frame 172

signal recognition particle 72kDa

hypothetical protein FLJ10407

Coenzyme A synthase

fatty acid desaturase 2

target of myb1-like 1 (chicken)

mannose phosphate isomerase

WDA40 repeat protein Interacting with phospholnositides of 49kDa
chromosome 9 open reading frame 76

MyoD family inhibitor domain containing /// MyoD family inhibitor domain containing
CD164 antigen, sialomucin

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase

nitrilase 1

epithelial V-like antigen 1

nucleolar protein 7, 27kDa

SFRS protein kinase 1

glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like

acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain

6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase/dimerization cofactor of hepatocyte nuclear
factor 1 alpha (TCF1)

phosphofructokinase, liver

RAN binding protein 5

cell division cycle associated 3 /// cell division cycle associated 3
nucleoporin 37kDa

methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 1 (alpha)
ubiquinol-cytochrome c reductase core protein |

protein disulfide isomerase-associated 6

lactamase, beta 2

sex comb on midleg-like 1 (Drosophila)

ADP-ribosylation factor-like 1

ilvB (bacterial acetolactate synthase)-like

glutathione S-transferase kappa 1

5'-nucleotidase, ecto (CD73)

inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein

Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’

BC001648
NM_016221
NM_024918
NM_001222
NM_018087
NM_025233
NM_004265
NM_005486
NM_002435
NM_017983
NM_024945
AF054589
NM_006016
NM_004360
NM_012203
NM_005600
NM_005797
NM_016167
AW082913
AA135522
NM_001609

NM_000281

NM_002626
AF339834
NM_031299
NM_024057
NM_020166
NM_003365
NM_005742
NM_016027
BF001786
BE890745
NM_006844
NM_015917
NM_002526
AW157094

IGF-Il ds1

0,83
0,75
0,75
0,72
0,78
0,62
0,79
1,06
0,72
1,36
0,56
0,95
1,14
1,10
0,80
0,79
0,74
0,80
0,82
0,88
0,75
0,79
0,92
0,65
0,87
0,72
0,69
0,86
0,73
0,85
0,70
0,84
0,83
0,94
1,00
0,61

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

0,87
1,01
1,01
0,66
0,84
0,75
0,94
1,01
0,79
0,97
1,07
0,94
1,00
0,70
0,89
0,71
0,55
0,76
0,94
1,11
0,69
0,72
0,95
0,78
0,82
0,74
0,77
0,95
0,86
0,87
0,72
0,87
1,01
0,74
0,66
0,90

INSR ds1

0,89
0,96
0,85
0,88
0,98
0,97
0,74
0,87
0,96
0,89
0,91
0,88
0,85
0,96
0,97
0,91
0,87
1,03
1,02
0,73
0,98
0,88
0,92
0,88
0,95
0,89
0,89
0,89
0,87
0,86
0,92
0,91
0,92
0,91
1,12
0,86

IGF1R ds3

0,64
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66

Rez. Mix

0,68
0,75
0,77
0,71
0,80
0,71
0,68
0,72
0,67
0,75
0,75
0,72
0,68
0,76
0,67
0,68
0,73
0,78
0,70
0,81
0,78
0,72
0,74
0,71
0,83
0,71
0,71
0,71
0,77
0,77
0,73
0,81
0,74
0,71
0,77
0,80

nonsense siRNA

0,83
0,91
0,74
0,69
0,69
0,84
0,77
1,15
0,80
1,17
0,90
0,94
0,75
0,95
0,96
0,73
0,76
0,71
0,73
0,83
1,10
0,94
0,94
0,75
0,88
0,69
0,76
0,98
0,69
1,19
0,82
0,96
0,89
0,90
0,96
0,70

136



Anhang

Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA

Insulin-like growth factor 1 receptor Al830698 1,04 1,09 0,86 0,66 0,67 0,86
FLJ20298 protein NM_017752 0,87 0,89 0,89 0,66 0,79 0,81
AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) BG287862 1,31 0,93 0,88 0,66 0,74 1,32
cys}eine conjugate-beta lyase; cytoplasmic (glutamine transaminase K, kyneurenine NM 004059 1,10 0901 093 0,66 073 081
aminotransferase) -

dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 AL050217 1,00 0,71 0,93 0,66 0,74 1,12
myosin VC NM_018728 0,96 1,18 0,94 0,66 0,74 1,41
lamin B receptor NM_002296 0,82 1,14 0,82 0,66 0,73 0,87
ggle;g]léllupcr;(;zle;]ﬁwtefp(rgozghgt;crfst%/ei?zla\i?i?g;gﬁlx:-l-P transferase) BC000325 084 089 0,92 0,66 071 072
sterol O-acyltransferase 2 AF059203 0,71 0,53 1,17 0,67 0,74 1,26
B9 protein NM_015681 0,77 0,81 1,01 0,67 0,72 0,78
mitochondrial ribosomal protein L39 NM_017446 0,75 0,54 0,96 0,67 0,78 0,79
chromosome 14 open reading frame 139 NM_024633 1,00 0,70 0,95 0,67 0,73 0,97
cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 (flamingo homolog, Drosophila) NM_001407 1,19 1,27 1,04 1,50 1,37 1,18
CCRA4-NOT transcription complex, subunit 8 AF180476 1,18 1,31 0,97 1,50 1,30 1,17
KIAAO350 protein AA731693 1,16 1,04 1,00 1,50 1,31 1,17
TRAF2 and NCK interacting kinase AF172268 1,42 1,27 1,00 1,50 1,25 0,89
lysosomal-associated membrane protein 1 NM_005561 0,94 1,04 1,02 1,51 1,30 1,00
hypothetical protein MGC8974 AL031427 1,31 1,23 0,97 1,51 1,31 1,11
hypothetical protein FLJ14166 NM_024565 1,38 1,48 0,89 1,51 1,18 1,03
protocadherin beta 8 NM_019120 1,12 1,18 1,01 1,51 1,37 0,94
epiplakin 1 /// epiplakin 1 NM_031308 1,07 1,13 0,96 1,51 1,17 1,23
putative translation initiation factor AF083441 1,01 1,08 1,05 1,51 1,46 1,04
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7 NM_020354 1,05 0,95 0,99 1,51 1,26 0,99
transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix transcription factors 4) AL559478 1,14 1,20 0,88 1,51 1,33 1,15
Mouse Mammary Turmor Virus Receptor homolog 1 BF974389 1,17 1,35 0,98 1,51 1,28 1,30
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (S. cerevisiae) NM_012238 1,12 1,50 0,92 1,51 1,26 1,33
transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like domains 1 BF439316 1,30 1,89 1,01 1,51 1,10 1,15
TNFAIP3 interacting protein 1 NM_006058 1,13 0,89 0,97 1,51 1,29 1,20
suppressor of hairy wing homolog 1 (Drosophila) AA558468 1,26 1,16 1,16 1,52 1,27 1,06
thyroid hormone receptor interactor 3 Al131008 1,03 1,09 0,89 1,52 1,26 1,10
KIAA0515 AB011087 0,98 1,19 0,93 1,52 1,42 1,14
single-stranded DNA binding protein 2 NM_012446 1,42 1,68 1,00 1,52 1,25 1,01
tubby like protein 4 NM_020245 1,21 1,42 0,94 1,52 1,28 1,15
KIAA0495 Al073551 1,07 1,30 1,02 1,52 1,45 1,43
P antigen family, member 1 (prostate associated) NM_003785 1,01 1,02 1,03 1,53 1,19 0,91

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

cell division cycle 2-like 6 (CDK8-like) /// cell division cycle 2-like 6 (CDK8-like)
RNA binding motif protein 30

ribosomal protein L22

eukaryotic translation initiation factor 2C, 3

calpain 2, (m/Il) large subunit

RING1 and YY1 binding protein

HMG-box transcription factor 1

zinc finger protein 277

brain-derived neurotrophic factor

KIAA0423

programmed cell death 6 interacting protein

nuclear prelamin A recognition factor

UDP-glucuronate decarboxylase 1

makorin, ring finger protein, 1 /// makorin, ring finger protein, 1
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 8
hypothetical protein MGC4504

myosin head domain containing 1

cysteine-rich hydrophobic domain 2

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12

BMP and activin membrane-bound inhibitor
transmembrane protein 45A

WD repeat domain 1

family with sequence similarity 38, member B
suppressor of variegation 4-20 homolog 1 (Drosophila)
RWD domain containing 3

ring finger and KH domain containing 2

neogenin homolog 1 (chicken)

histidyl-tRNA synthetase-like

zinc finger protein 134 (clone pHZ-15)

ring finger protein 111

farnesyltransferase, CAAX box, alpha /// farnesyltransferase, CAAX box, alpha
armadillo repeat containing, X-linked 1

follistatin-like 1

MAX interactor 1 /// MAX interactor 1

KIAAO0753 gene product

G protein-coupled receptor, family C, group 5, member C

Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’

AY028424
BC003503
D17652
NM_024852
M23254
AB029551
NM_012257
AK027128
NM_001709
Al823592
NM_013374
NM_012336
NM_025076
NM_013446
NM_024615
NM_024111
NM_025109
NM_012110
NM_002835
NM_012342
NM_018004
NM_017491
AW269818
AA056099
NM_015485
NM_016626
NM_002499
U18937
NM_003435
NM_017610
BG168896
NM_016608
BC000055
NM_005962
NM_014804
NM_022036

IGF-Il ds1

1,12
1,04
0,77
1,13
5,17
1,36
1,09
0,94
1,27
1,04
1,24
1,12
1,78
1,10
1,12
1,18
1,04
1,10
1,36
1,01
1,88
1,47
1,38
1,13
1,45
1,31
0,99
1,07
1,26
1,24
1,09
1,10
1,49
1,03
0,99
1,16

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

1,43
1,06
0,93
1,02
1,19
1,44
1,24
1,12
1,97
1,14
1,14
1,26
1,11
1,00
1,40
1,09
1,03
1,23
1,17
1,95
1,25
1,26
1,56
1,28
1,35
1,68
1,50
1,07
1,13
1,16
0,98
1,65
2,01
1,42
1,15
1,16

INSR ds1

0,92
0,94
0,95
1,03
1,11
0,92
1,01
0,88
1,11
1,08
0,95
0,99
0,95
0,88
1,07
1,03
1,14
0,90
1,01
0,85
0,93
0,96
0,95
0,85
0,98
0,93
0,94
1,00
0,99
0,97
1,00
0,98
1,00
1,00
1,07
0,92

IGF1R ds3

1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,54
1,54
1,54
1,54
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57

Rez. Mix

1,38
1,26
1,32
1,41
1,27
1,35
1,33
1,32
1,41
1,41
1,48
1,46
1,26
1,40
1,35
1,24
1,46
1,40
1,32
1,49
1,39
1,40
1,45
1,46
1,41
1,21
1,16
1,35
1,28
1,39
1,44
1,27
1,24
1,35
1,37
1,37

nonsense siRNA

1,24
0,88
1,43
0,97
1,17
1,13
1,20
1,16
1,07
1,32
1,15
0,85
1,26
1,31
1,28
1,05
1,18
0,99
1,22
1,19
0,95
1,01
1,48
1,10
1,33
1,25
1,08
1,01
0,90
1,14
1,10
1,27
1,42
1,11
1,23
1,37
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Anhang

G patch domain containing 2

coactosin-like 1 (Dictyostelium)

SEC11-like 1 (S. cerevisiae)

Paraspeckle component 1

T-cell immunomodulatory protein /// T-cell immunomodulatory protein

retinoic acid induced 17

platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, gamma subunit 29kDa

ankyrin repeat domain 12

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 1
centrosome spindle pole associated protein

Disabled homolog 2, mitogen-responsive phosphoprotein (Drosophila)

guanylate binding protein 2, interferon-inducible /// guanylate binding protein 2,
interferon-inducible

myo-inositol monophosphatase A3

chromosome 10 open reading frame 38

DREZ1 protein

zinc finger protein 435

RAB17, member RAS oncogene family

killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 3
motile sperm domain containing 1

bone morphogenetic protein 1

Yes-associated protein 1, 65kDa

collagen, type 1V, alpha 5 (Alport syndrome)
reticulocalbin 2, EF-hand calcium binding domain
cyclin B1 interacting protein 1

very low density lipoprotein receptor

actin, gamma 2, smooth muscle, enteric
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3

internexin neuronal intermediate filament protein, alpha

grancalcin, EF-hand calcium binding protein /// grancalcin, EF-hand calcium binding
gﬁ;elinomain binding glutamic acid-rich protein like 3 /// SH3 domain binding glutamic
acid-rich protein like 3

protein kinase (CAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha

prolactin

zinc finger protein 426

hypothetical protein FLJ13710

RAB33B, member RAS oncogene family /// RAB33B, member RAS oncogene family

Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’

NM_018040
NM_021615
NM_014300
AL049263
NM_030790
AF070622
NM_002573
AW572909
AL049933
NM_024790
N21202

NM_004120

NM_017813
AU150943
NM_017644
NM_025231
NM_022449
NM_002261
NM_019556
NM_006129
Al745185
AW052179
BC004892
NM_021178
122431
NM_001615
NM_004753
NM_004692

NM_012198

NM_031286

NM_006823
NM_000948
NM_024106
BG163478

NM_031296

IGF-Il ds1

1,11
2,22
0,90
1,19
1,43
1,20
1,13
1,17
1,32
1,26
1,57
1,18
1,16
1,13
1,04
1,23
1,15
0,98
1,86
1,42
1,35
1,44
0,91
1,08
1,74
1,19
0,98
1,11

0,94

1,84
1,21
1,24
1,18
1,37
1,06

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

1,00
1,29
1,21
1,18
1,48
1,43
1,67
1,08
1,64
1,56
1,25
0,99
0,89
1,69
1,07
1,47
0,98
0,73
1,31
1,21
1,00
1,74
1,41
0,84
1,09
1,74
0,86
1,28

1,59

1,14
2,47
1,46
1,12
1,18
1,28

INSR ds1

1,12
1,07
0,88
1,00
1,00
0,89
1,06
1,01
0,92
0,98
0,97
0,93
0,97
0,92
1,08
0,98
1,05
1,03
0,89
1,00
0,96
0,93
0,86
0,94
1,17
1,01
0,95
1,05

0,86

0,86
0,77
1,16
0,94
1,12
0,95

IGF1R ds3

1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,59
1,59
1,59
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,62

1,62

1,62
1,62
1,62
1,62
1,63
1,63

Rez. Mix

1,47
1,27
1,36
1,48
1,44
1,45
1,38
1,36
1,42
1,44
1,36
1,44
1,33
1,29
1,25
1,34
1,46
1,29
1,36
1,46
1,35
1,49
1,33
1,21
1,24
1,26
1,39
1,31

1,28

1,44
1,31
1,43
1,38
1,41
1,33

nonsense siRNA

1,01
0,95
0,88
1,12
1,23
1,31
1,16
1,14
1,00
1,19
1,05
0,86
1,13
0,90
1,07
1,00
1,42
0,94
1,23
1,16
0,91
0,99
1,15
1,16
1,10
1,06
1,35
1,04

1,35

1,06
1,29
1,01
0,80
1,08
1,27
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Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
KIAA0831 NM_014924 1,31 1,07 0,96 1,63 1,33 1,14
growth factor receptor-bound protein 10 D86962 1,23 1,48 0,91 1,64 1,31 1,12
thymosin-like 8 NM_021992 1,09 2,34 1,05 1,65 1,33 1,25
cofactor required for Sp1 transcriptional activation, subunit 6, 77kDa AF105421 1,21 1,30 1,01 1,65 1,44 1,16
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B NM_013450 1,36 1,47 1,06 1,65 1,42 1,23
pogo transposable element with ZNF domain AB007930 1,16 1,45 0,97 1,65 1,46 1,18
SH3-domain binding protein 4 AF015043 1,42 1,42 0,93 1,66 1,38 1,41
zinc finger protein 140 (clone pHZ-39) NM_003440 1,22 1,26 0,97 1,66 1,30 0,99
actin, alpha, cardiac muscle NM_005159 1,17 2,10 1,00 1,67 1,34 1,07
enabled homolog (Drosophila) NM_018212 1,39 1,44 0,86 1,68 1,45 1,14
i?\l;l"a)rlch interactive domain 4B (RBP1- like) /// AT rich interactive domain 4B (RBP1- NM_016374 1.26 154 0,93 1,68 1,49 1,09
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6 Al635449 1,26 1,36 1,04 1,68 1,45 1,06
trophoblast glycoprotein NM_006670 1,65 1,41 0,93 1,68 1,34 1,48
unc-51-like kinase 1 (C. elegans) AB018265 1,28 1,64 0,94 1,69 1,46 1,21
zinc finger protein 74 (Cos52) NM_003426 1,20 1,36 0,95 1,70 1,38 1,33
glycoprotein (transmembrane) nmb NM_002510 0,96 0,87 0,97 1,70 1,28 0,81
tumor protein p53 binding protein, 2 NM_005426 1,30 1,47 0,99 1,70 1,36 1,45
zinc finger protein 274 NM_016325 1,38 1,24 0,96 1,70 1,38 1,01
ﬁ:ﬁ%gf&”er family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), AA916851 0.92 123 0.96 1,70 138 1,00
granzyme K (serine protease, granzyme 3; tryptase Il) NM_002104 1,03 0,91 1,08 1,71 1,44 0,97
sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha NM_002977 1,65 1,36 1,00 1,71 1,48 1,29
solute carrier family 38, member 2 NM_018573 1,23 1,26 0,92 1,72 1,46 1,06
related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2 NM_012250 1,41 1,06 0,92 1,72 1,44 1,11
phosphoglycerate dehydrogenase NM_006623 0,68 1,38 0,87 1,73 1,46 0,85
heme oxygenase (decycling) 1 NM_002133 0,94 0,70 0,89 1,74 1,17 1,13
TPA-induced transmembrane protein NM_024616 1,54 1,25 0,84 1,74 1,16 1,28
G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor type B-like) u87460 1,39 1,33 1,06 1,74 1,49 1,09
(ssegsnaag(r)]r;?r:?,3|(n:"|munoglobulln domain (Ig), short basic domain, secreted, AI962897 1,60 1,08 1,08 176 132 1,08
neuronal cell adhesion molecule NM_005010 1,28 1,85 1,01 1,77 1,46 1,22
Rho family GTPase 1 U69563 1,74 1,16 0,97 1,77 1,43 1,02
activating transcription factor 3 NM_001674 1,46 1,23 1,00 1,79 1,19 1,25
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A NM_014330 1,31 1,42 0,96 1,80 1,37 1,17
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40 BF431360 0,65 1,33 0,80 1,81 1,46 1,28
tissue inhibitor of metalloproteinase 2 NM_003255 2,24 1,49 1,09 1,83 1,46 1,13
H2A histone family, member Y2 NM_018649 1,21 1,38 0,99 1,83 1,49 1,07

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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e
@Q_y /.o Fortsetzung Tabelle K: Gene, spezifisch durch IGF1R reguliert

o 4

N/
Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 4 NM_019094 0,85 1,31 0,99 1,83 1,47 1,11
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12B AF324888 1,14 1,06 1,03 1,84 1,42 1,18
Ras-like without CAAX 1 AF084462 1,45 1,17 1,02 1,84 1,45 1,00
zinc finger protein 85 (HPF4, HTF1) NM_003429 1,49 1,67 0,88 1,85 1,45 0,97
ectodermal-neural cortex (with BTB-like domain) AF010314 1,46 1,40 0,93 1,85 1,45 1,23
Cyclin G2 AW134535 1,23 1,93 0,90 1,91 1,42 1,44
zyxin NM_003461 1,83 1,17 0,84 1,93 1,46 1,40
vesicle amine transport protein 1 homolog (T californica) BC001913 1,76 1,45 0,99 1,93 1,47 1,25
chimerin (chimaerin) 1 BF339445 1,19 2,17 0,92 2,01 1,46 1,06
Ras-related GTP binding C AK023373 1,14 1,15 0,97 2,03 1,43 1,40

e ".\\-

Pee Mix |

‘wse) Tabelle L: Gene, spezifisch durch INSR reguliert

IGFIR s

",

\_’___.Ij .}

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
serin_e (or cysteine) proteinase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1, NM_000062 0,50 1,23 054 0.85 0.89 1,04
(angioedema, hereditary)

paraoxonase 2 NM_000305 1,01 1,00 0,54 0,92 0,72 1,15
protein tyrosine phosphatase, receptor type, K NM_002844 1,27 1,12 0,55 1,44 0,99 1,14
centrin, EF-hand protein, 2 BC005334 0,57 0,81 0,55 0,98 0,79 0,80
mesoderm specific transcript homolog (mouse) NM_002402 1,32 1,55 0,59 1,05 0,83 1,09
tumor differentially expressed 1 /// tumor differentially expressed 1 BC006088 0,99 0,83 0,60 0,80 0,67 0,98
liver-specific bHLH-Zip transcription factor NM_015925 0,97 1,38 0,66 1,30 1,08 1,02

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Gen

chemokine (C-C motif) ligand 20
complement component 5
inter-alpha (globulin) inhibitor H2

alpha-2-macroglobulin

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),
member 6

gap junction protein, beta 1, 32kDa (connexin 32, Charcot-Marie-Tooth neuropathy,
X-linked)

WD repeat domain 6

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
hypothetical protein FLJ11286

peroxisomal membrane protein 2, 22kDa

apolipoprotein M
sulfotransferase family, cytosolic, 2A, dehydroepiandrosterone (DHEA)-preferring,
member 1

SH3 domain and tetratricopeptide repeats 1
growth and transformation-dependent protein
asialoglycoprotein receptor 2

nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2

dopa decarboxylase (aromatic L-amino acid decarboxylase)
solute carrier family 35 (UDP-glucuronic acid/UDP-N-acetylgalactosamine dual
transporter), member D1

plasminogen

cytochrome b-5

chromosome 12 open reading frame 22 /// chromosome 12 open reading frame 22
ribonuclease T2

galactosylceramidase (Krabbe disease)

FAT tumor suppressor homolog 4 (Drosophila)

lupus brain antigen 1

hypothetical protein FLJ20366

bone morphogenetic protein 4

glutathione S-transferase M3 (brain)

synuclein, alpha interacting protein (synphilin)
special AT-rich sequence binding protein 1 (binds to nuclear matrix/scaffold-
associating DNA's)

Tabelle M: Gene, spezifisch durch IGF-Il reguliert

‘gene bank acession no.’

NM_004591
NM_001735
NM_002216
NM_000014

NM_001756

NM_000166
NM_018031
AL564683

NM_018381
NM_018663
NM_019101

NM_003167
NM_018986
NM_014367
NM_001181
NM_021969
NM_000790

N80922
M74220
NM_001914
NM_030809
NM_003730
NM_000153
NM_024582
AA035414
NM_017786
D30751
AL527430
NM_005460

NM_002971

IGF-Il ds1

0,28
0,41
0,41
0,54

0,54

0,54
0,55
0,55
0,56
0,57
0,59

0,59
0,61
0,62
0,62
0,63
0,63

0,63
0,64
0,66
1,51
1,51
1,54
1,57
1,59
1,67
1,67
1,68
1,68

1,71

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds3

0,34
0,44
0,57
0,48

0,49

0,53
1,56
0,60
0,61
0,60
0,44

0,46
0,59
0,58
0,66
0,63
0,36

0,67
0,59
0,51
1,81
1,85
1,56
1,55
1,56
1,70
1,55
1,67
2,65

2,66

INSR ds1

1,06
0,83
0,76
0,76

0,75

0,91
0,92
0,83
0,86
0,85
0,89

1,15
0,84
1,03
0,77
0,84
1,10

0,79
0,86
0,79
0,90
0,88
1,07
1,08
1,14
1,00
0,94
0,84
0,96

0,99

IGF1R ds3

0,85
0,88
0,82
0,79

Rez. Mix

0,96
0,96
0,93
0,80

0,87

nonsense siRNA

1,15
0,69
0,72
0,89

0,72
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Fortsetzung Tabelle M: Gene, spezifisch durch IGF-Il reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-Il ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
KIAA0882 protein Al348094 1,82 1,60 1,01 1,39 1,36 1,21
vimentin Al922599 1,85 2,02 0,80 1,22 1,18 1,42
coagulation factor Il (thrombin) receptor NM_001992 1,85 1,50 0,92 1,23 1,12 1,17
leprecan-like 1 NM_018192 1,89 2,48 0,86 0,92 1,15 0,99
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 NM_014350 2,02 1,99 0,95 1,14 1,12 1,36
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 Al826799 2,10 2,43 1,07 0,87 0,99 1,02
proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 NM_006200 2,15 1,52 0,88 1,30 1,02 1,24
immunoglobulin superfamily, member 4 NM_014333 2,16 2,43 0,95 1,41 1,12 1,29
ADP-ribosylation factor-like 7 AW450363 2,19 3,02 1,08 1,16 1,13 1,21
dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) NM_013253 2,75 1,62 0,90 0,99 0,89 1,47

Tabelle N: Gene, spezifisch durch Rez. Mix reguliert

Gen ‘gene bank acession no.’ IGF-Il ds1 IGF-1l ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix nonsense siRNA
lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase (Wolman disease) NM_000235 1,08 0,98 0,83 0,69 0,62 0,89
radical S-adenosyl methionine domain containing 1 NM_018346 0,66 0,76 0,90 0,67 0,64 0,70
chromosome 6 open reading frame 48 NM_016947 0,73 0,86 0,97 0,69 0,64 0,87
cyclin J NM_019084 0,93 1,48 0,86 0,67 0,65 1,14
FERM, RhoGEF (ARHGEF) and pleckstrin domain protein 1 (chondrocyte-derived) BF213279 1,32 1,45 0,73 0,76 0,65 1,17
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 8 NM_002812 0,87 0,80 0,91 0,69 0,66 0,71
carboxypeptidase B2 (plasma, carboxypeptidase U) NM_016413 0,44 0,83 1,03 1,33 1,50 0,67
coagulation factor XllI, B polypeptide NM_001994 0,79 0,59 1,12 1,34 1,61 0,73
insulin-like growth factor binding protein 1 NM_000596 0,87 0,98 0,99 1,23 1,74 0,82
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8 BF514158 1,16 1,85 1,11 1,48 1,74 1,16

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

durch IGF1R-Inhibierung reguliert

synaptobrevin-like 1

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E.

coli)
alanyl-tRNA synthetase

pyruvate dehydrogenase complex, component X

TAF12 RNA polymerase Il, TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, 20kDa

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-
like 2

polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit)
mitochondrial ribosomal protein L9

E-1 enzyme

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
septin 10

cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated
dual specificity phosphatase)

aprataxin

primase, polypeptide 1, 49kDa

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta

cyclin A2

ribonuclease H2, large subunit

enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3
SLC2A4 regulator

KIAAQ664 protein

nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3
ligatin

carbonic reductase 4

phospholysine phosphohistidine inorganic
pyrophosphate phosphatase

nidogen (enactin)

zinc finger, MYND domain containing 11

arylacetamide deacetylase (esterase)

inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase A

protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit)
origin recognition complex, subunit 3-like (yeast)

Gensymbol

SYBL1

MSH2

AARS
PDHX

TAF12

MYBL2

POLE3
MRPL9
MASA
MKI67
SEPT10

CDKN3

APTX
PRIM1

DNMT3B

CCNA2

RNASEH2A
ECHDC3
SLC2A4RG
KIAAQ664
NR1H3
LGTN
CBR4

LHPP
NID
ZMYND11

AADAC
ITPKA
PRKDC
POLE2
ORC3L

‘gene bank

acession no.’

NM_005638

U04045

NM_001605
NM_003477

D50544

NM_002466

BC004170
BC004517
NM_021204
AU152107
BF966021

AF213033

NM_017692
NM_000946

NM_006892

NM_001237

NM_006397
NM_024693
BE898559
AB014564
NM_005693
NM_006893
AL049442

NM_022126
BF940043
BE250417

NM_001086
NM_002220
u47077
NM_002692
AF125507

Genonotology Biological Process

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6298 // mismatch repair

6412 // protein biosynthesis
8152 // metabolism

6350 // transcription

74 [ regulation of cell cycle

6260 // DNA replication
6412 // protein biosynthesis
8152 // metabolism

74 [/ regulation of cell cycle

7049 // cell cycle

79 I/ regulation of cyclin dependent protein
kinase activity

12 // single strand break repair

6260 // DNA replication

67 // DNA replication and chromosome
cycle

79 I/ regulation of cyclin dependent protein
kinase activity

6260 // DNA replication
8152 // metabolism

6350 // transcription

6412 // protein biosynthesis
6350 // transcription

6413 // translational initiation
8152 // metabolism

8152 // metabolism

7160 // cell-matrix adhesion

122 /I negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter
8152 // metabolism

7165 // signal transduction

6302 // double-strand break repair
6260 // DNA replication

6260 // DNA replication

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,95

0,88
0,64
0,86
0,86

0,72

0,64
0,92
0,76
0,71
0,96
0,96
0,70
0,82
0,84

0,81

0,84
0,58
0,64
0,67
0,68
0,71
0,95

0,85
0,87
1,22

0,67
0,74
0,73
0,81
0,92

IGF-1l ds3

INSR ds1

IGF1R ds3

0,3219

0,3281

0,3460
0,4246

0,4554

0,4667

0,4940
0,4977
0,5059
0,5178
0,5305

0,5330

0,5412
0,5479

0,5591

0,5717

0,5719
0,5768
0,5769
0,5857
0,5915
0,6027
0,6063

0,6094
0,6116
0,6148

0,6170
0,6172
0,6186
0,6195
0,6199

Rez. Mix

0,45

0,39
0,40
0,56
0,51

0,59

0,64
0,53
0,63
0,68
0,54
0,70
0,58
0,71
0,65

0,79

0,65
0,61
0,72
0,75
0,70
0,68
0,79

0,65
0,75
0,65

0,83
0,69
0,73
0,73
0,76

nonsense
SiRNA

0,95

0,87
0,72
0,83
0,79

0,88

0,76
0,85
0,82
0,79
0,83
0,87
0,87
0,76
1,35

0,76
0,75
1,14
0,79
0,73
0,71
0,73
0,97
0,92
0,89
1,32
0,92
1,11
0,78
0,83
0,74
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Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

‘gene bank

Gen Gensymbol . ;

acession no.
e oS manenance defcent 6115 yoys  w_oosots
(sophosphaici acd acylransferase, opeior) AGPATS  NM_018361
anaphgse promoting complex subunit 5 /// anaphase ANAPCS T33068
promoting complex subunit 5
interferon regulatory factor 3 IRF3 NM_001571
mitochondrial ribosomal protein L17 MRPL17 AK026857
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 PARP1 M32721
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12 HSD17B12 NM_016142
retinol dehydrogenase 11 (all-trans and 9-cis) RDH11 AL096716
seryl-tRNA synthetase 2 SARS2 NM_017827
FLJ23311 protein FLJ23311 NM_024680
deoxyhypusine synthase DHPS NM_001930
Coenzyme A synthase COASY NM_025233
cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) CDH1 NM_004360
epithelial V-like antigen 1 EVAl NM_005797
SFRS protein kinase 1 SRPK1 AW082913
sex comb on midleg-like 1 (Drosophila) SCML1 BF001786
ADP-ribosylation factor-like 1 ARL1 BE890745
il?et}:gi;?':)gir?NA binding 4, dominant negative helix-loop- D4 AW157094
Insulin-like growth factor 1 receptor IGF1R AlI830698
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 DHRS1 AL050217
s oo ooy SOPS PO celsra w_oovan
CCR4-NOT transcription complex, subunit 8 CNOT8 AF180476
TRAF2 and NCK interacting kinase TNIK AF172268
hypothetical protein FLJ14166 FLJ14166 NM_024565
protocadherin beta 8 PCDHB8 NM_019120
putative translation initiation factor Suil AF083441
et oo 12 (T4 helcloophel
hematopoietically expressed homeobox HHEX NM_001529
suppressor of hairy wing homolog 1 (Drosophila) SUHW1 AA558468
thyroid hormone receptor interactor 3 TRIP3 Al131008
single-stranded DNA binding protein 2 SSBP2 NM_012446
tubby like protein 4 TULP4 NM_020245
ribosomal protein L22 RPL22 D17652

Genonotology Biological Process

6260 // DNA replication
8152 // metabolism

74 [ regulation of cell cycle

6350 // transcription

6412 // protein biosynthesis
6281 // DNA repair

8152 // metabolism

8152 // metabolism

6412 // protein biosynthesis
74 |/ regulation of cell cycle
6412 // protein biosynthesis
9058 // biosynthesis

7155 // cell adhesion

7155 // cell adhesion

74 [/ regulation of cell cycle

6350 // transcription

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase |l promoter

74 [/ regulation of cell cycle

8152 // metabolism
7155 // cell adhesion

6350 // transcription

6445 // regulation of translation
74 [/ regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion

6412 // protein biosynthesis

6350 // transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

45449 [/ regulation of transcription //
6355 // regulation of transcription
6412 // protein biosynthesis

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,83
0,95

0,76

0,88
0,83
0,73
0,74
0,99
0,86
0,83
0,87
0,62
1,10
0,74
0,82
0,70

0,84

0,61

1,04
1,00

1,19

1,18
1,42
1,38
1,12
1,01

1,14
1,28
1,26
1,03

1,42
1,21
0,77

IGF-1l ds3

INSR ds1

0,93
0,98

0,93

0,99
1,03
0,85
0,83
0,79
0,94
0,88
1,00
0,97
0,96
0,87
1,02
0,92

0,91

0,86

0,86
0,93

1,04

0,97
1,00
0,89
1,01
1,05

0,88
0,97
1,16
0,89

1,00
0,94
0,95

IGF1R ds3

0,6222
0,62

0,6241

0,6258
0,6283
0,6296
0,6304
0,6340
0,6380
0,6412
0,6420
0,6474
0,6530
0,6542
0,6552
0,6601

0,6609

0,6618

0,6618
0,66

1,5008

1,5015
1,5026
1,5086
1,5086
1,5091

1,5109

1,5117
1,5164
1,5177

1,5193
1,5201
1,5279

Rez. Mix

0,78
0,69

0,70

0,69
0,79
0,71
0,68
0,74
0,63
0,76
0,74
0,71
0,76
0,73
0,70
0,73

0,81

0,80

0,67
0,74

1,37

1,30
1,25
1,18
1,37
1,46

1,33
1,55
1,27
1,26

1,25
1,28
1,32

nonsense
SiRNA
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Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

eukaryotic translation initiation factor 2C, 3

RING1 and YY1 binding protein

HMG-box transcription factor 1

zinc finger protein 277

programmed cell death 6 interacting protein
makorin, ring finger protein, 1 /// makorin, ring finger
protein, 1

ring finger and KH domain containing 2
histidyl-tRNA synthetase-like

zinc finger protein 134 (clone pHZ-15)

ring finger protein 111

farnesyltransferase, CAAX box, alpha ///
farnesyltransferase, CAAX box, alpha

MAX interactor 1 /// MAX interactor 1

G protein-coupled receptor, family C, group 5, member
C

T-cell immunomodulatory protein /// T-cell
immunomodulatory protein

retinoic acid induced 17

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha
inhibiting activity polypeptide 1

Disabled homolog 2, mitogen-responsive
phosphoprotein (Drosophila)

zinc finger protein 435

RAB17, member RAS oncogene family

cyclin B1 interacting protein 1
Desmoglein 2

zinc finger protein 426

RAB33B, member RAS oncogene family /// RAB33B,
member RAS oncogene family

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2

cofactor required for Sp1 transcriptional activation,
subunit 6, 77kDa

Rho-related BTB domain containing 1

RNA binding motif, single stranded interacting protein 1
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B

zinc finger protein 140 (clone pHZ-39)

son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

zinc finger protein 74 (Cos52)

Gensymbol

EIF2C3
RYBP

HBP1

ZNF277
PDCD6IP

MKRN1

RKHD2
HARSL
ZNF134
RNF111

FNTA
MXI1
GPRC5C

CDAO08
RAIL17
GNAI1

DAB2
ZNF435
RAB17

CCNBL1IP1
DSG2
ZNF426
RAB33B
FLRT2

CRSP6

RHOBTB1

RBMS1
BAZ2B
ZNF140
SOs1
ZNF74

‘gene bank
acession no.’
NM_024852
AB029551

NM_012257

AK027128
NM_013374

NM_013446

NM_016626
U18937

NM_003435
NM_017610

BG168896
NM_005962
NM_022036

NM_030790
AF070622
AL049933

N21202
NM_025231
NM_022449
NM_021178
NM_001943
NM_024106
NM_031296
NM_013231
AF105421

AB018283

NM_016839
NM_013450
NM_003440
L13857

NM_003426

Genonotology Biological Process

6412 // protein biosynthesis

122 // negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription
6915 // apoptosis

16567 // protein ubiquitination

16567 // protein ubiquitination
6412 // protein biosynthesis
6350 // transcription

16567 // protein ubiquitination

7179 // transforming growth factor beta
receptor signaling pathway

6350 // transcription
7165 // signal transduction

7160 // cell-matrix adhesion
6350 // transcription

7165 // signal transduction

8283 // cell proliferation

6350 // transcription

7264 // small GTPase mediated signal
transduction

6512 // ubiquitin cycle
7155 // cell adhesion

6350 // transcription

7264 /| small GTPase mediated signal
transduction

7155 // cell adhesion
6350 // transcription

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

6260 // DNA replication

6350 // transcription

6350 // transcription

7265 /I Ras protein signal transduction
6350 // transcription

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

1,13
1,36

1,09

0,94
1,24

1,10

1,31
1,07
1,26
1,24

1,09
1,03
1,16
1,43
1,20
1,32
1,57
1,23
1,15
1,08
2,12
1,18
1,06
1,41
1,21

1,86
1,99
1,36
1,22
1,31
1,20

IGF-1l ds3

1,02
1,44

1,24

1,12
1,14

1,00

1,68
1,07
1,13
1,16

0,98
1,42
1,16
1,48
1,43
1,64
1,25
1,47
0,98
0,84
1,66
1,12
1,28
1,85
1,30

1,85
1,59
1,47
1,26
1,26
1,36

INSR ds1

1,03
0,92

1,01

0,88
0,95

0,88

0,93
1,00
0,99
0,97

1,00
1,00
0,92
1,00
0,89
0,92
0,97
0,98
1,05
0,94
0,93
0,94
0,95
1,00
1,01

0,94
0,84
1,06
0,97
1,07
0,95

IGF1R ds3

1,5280
1,5296

1,5297

1,5304
1,5334

1,5430

1,5572
1,5606
1,5614
1,5626

1,5673
1,5736
1,5745

1,5826
1,5830
1,5865

1,5895
1,6015
1,6032
1,6096
1,6191
1,6236
1,6300
1,6472
1,6489

1,6490

1,6493
1,6514
1,6640
1,6771
1,6956

Rez. Mix

1,41
1,35

1,33

1,32
1,48

1,40

1,21
1,35
1,28
1,39

1,44
1,35
1,37
1,44
1,45
1,42
1,36
1,34
1,46
1,21
1,42
1,38
1,33
1,57
1,44

1,26
1,47
1,42
1,30
1,69
1,38

nonsense
SiRNA
0,97
1,13

1,20

1,16
1,15

1,31

1,25
1,01
0,90
1,14

1,10
1,11
1,37
1,23
1,31
1,00
1,05
1,00
1,42
1,16
1,43
0,80
1,27
0,92
1,16

0,98
1,42
1,23
0,99
1,27
1,33
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

glycoprotein (transmembrane) nmb

tumor protein p53 binding protein, 2
zinc finger protein 274

SRB7 suppressor of RNA polymerase B homolog
(yeast)

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2
alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
(RAD54 homolog, S. cerevisiae)

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor type
B-like)

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)

maternal G10 transcript

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid
potentiating activity, collagenase inhibitor)

activity-dependent neuroprotector

F-box protein 46

granulin

E74-like factor 3 (ets domain transcription factor,
epithelial-specific )

growth arrest and DNA-damage-inducible, beta
activating transcription factor 3

S100 calcium binding protein A6 (calcyclin)

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A

jumoniji domain containing 1C
headcase homolog (Drosophila)

CDC-like kinase 1
Ras-like without CAAX 1

protein kinase C binding protein 1

zinc finger protein 85 (HPF4, HTF1)
histone deacetylase 5

protocadherin 17

neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated 9

membrane-associated ring finger (C3HC4) 3

Rho family GTPase 3

pre-B-cell leukemia transcription factor interacting
protein 1

Gensymbol

GPNMB

TP53BP2
ZNF274

SURB7
RAPGEF2
ATRX

DKK1

GPR37
CDH6
G10

TIMP1

ADNP

FBXO46
GRN

ELF3

GADD45B
ATF3
S100A6
PPP1R15A

JMJD1C

HECA
CLK1
RIT1

PRKCBP1

ZNF85
HDACS5
PCDH17

NEDD9
MARCH3
RND3

PBXIP1

‘gene bank

acession no.’

NM_002510

NM_005426
NM_016325

Al688580
BF439282
Al650257

NM_012242

U87460
NM_004932
NM_003910

NM_003254

NM_015339

NM_012066
NM_002087

AF017307

NM_015675
NM_001674
NM_014624
NM_014330

Al694023

NM_016217
Al251890
AF084462

NM_018634

NM_003429
NM_005474
NM_014459

AL136139
AW593996
BG054844

NM_020524

Genonotology Biological Process

8285 // negative regulation of cell
proliferation
74 [/ regulation of cell cycle

6350 // transcription
6350 // transcription
165 // MAPKKK cascade

6281 // DNA repair

7275 // development // 30178 // negative
regulation of Wnt receptor signaling

7165 // signal transduction

7155 // cell adhesion

6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase Il promoter

7275 /I development

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6512 // ubiquitin cycle

7165 // signal transduction

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

185 // activation of MAPKKK

6350 // transcription

74 [/ regulation of cell cycle

6915 // apoptosis / 7050 // cell cycle arrest /

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

74 |/ regulation of cell cycle
74 |/ regulation of cell cycle

7165 // signal transduction

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription
74 |/ regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion

74 |/ regulation of cell cycle

16567 // protein ubiquitination

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

16481 // negative regulation of transcription

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,96

1,30
1,38

1,42
1,33
1,35
1,61
1,39
1,93
0,96
2,89

1,19

1,15
1,35

1,45

1,68
1,46
4,26
1,31

1,15

1,51
1,23
1,45

1,19

1,49
0,98
1,57

1,60
1,18
1,88

1,44

IGF-1l ds3

0,87

1,47
1,24

1,15
1,22
1,48

INSR ds1

0,97

0,99
0,96

0,97
0,98
0,90
1,33
1,06
1,09
0,93
1,03

0,94

1,03
0,92

0,88

1,04
1,00
0,91
0,96

0,88

0,96
0,97
1,02

0,97

0,88
1,06
0,98

1,03
1,08
1,04

0,96

IGF1R ds3

1,6969

1,6970
1,7017

1,7213
1,7222
1,7308

1,7388

1,7409
1,7527
1,7529

1,7536

1,7635

1,7761
1,7858

1,7872

1,7894
1,7921
1,7938
1,7994

1,8037

1,8093
1,8367
1,8379

1,8405

1,8455
1,8495
1,8528

1,8607
1,8684
1,8835

1,8867

Rez. Mix

1,28

1,36
1,38

1,50
1,55
1,58
1,73
1,49
1,54
1,51
1,45

1,61

1,54
1,50

1,56

1,55
1,19
1,56
1,37

1,54

1,52
1,54
1,45

1,69

1,45
1,64
2,02

151
1,56
1,84

1,53

nonsense
SiRNA

0,81

1,45
1,01

1,04
1,28
1,10
1,17
1,09
1,46
1,07
1,40

1,09

1,03
1,29

1,35

1,39
1,25
1,08
1,17

1,08

1,27
1,13
1,00

0,81

0,97
1,21
0,78

1,30
1,23
1,07

1,34
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

Cyclin G2
zyxin
vesicle amine transport protein 1 homolog (T californica)

Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain, 2

Ras-related GTP binding C

SRY (sex determining region Y)-box 4

ring finger protein 44

Jumoniji, AT rich interactive domain 1B (RBP2-like)
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

transforming growth factor, beta 2

proline-rich nuclear receptor coactivator 1

growth differentiation factor 15

insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa

fibronectin leucine rich transmembrane protein 3
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)

signal transducer and activator of transcription 4

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled
receptor 5

Gensymbol

CCNG2
ZYX
VAT1
CITED2
RRAGC
SOX4
RNF44
JARID1B
CYR61
TGFB2
PNRC1
GDF15
IGFBP2
FLRT3

BACH2
CDKN1C
STAT4
LGR5

durch kombinierte Rezeptorinhibierung reguliert

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E.
coli)

alanyl-tRNA synthetase

synaptobrevin-like 1

TAF12 RNA polymerase Il, TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, 20kDa

mitochondrial ribosomal protein L9

septin 10

pyruvate dehydrogenase complex, component X
aprataxin

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-
like 2

enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3
seryl-tRNA synthetase 2

E-1 enzyme

immature colon carcinoma transcript 1

MSH2
AARS
SYBL1

TAF12

MRPL9
SEPT10
PDHX
APTX

MYBL2
ECHDC3
SARS2

MASA
ICT1

‘gene bank

acession no.’

AW134535
NM_003461
BC001913

NM_006079

AK023373
NM_003107
NM_014901

NM_006618

NM_001554
M19154
AF279899
BC000529
NM_000597
NM_013281

AK027193

R78668
NM_003151
AF062006

U04045
NM_001605
NM_005638

D50544

BC004517

BF966021

NM_003477
NM_017692
NM_002466
NM_024693
NM_017827
NM_021204
NM_001545

Genonotology Biological Process

74 [/ regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion

16049 // cell growth

6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase |l promoter

6350 // transcription
6350 // transcription

16567 // protein ubiquitination

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

1558 // regulation of cell growth
74 [l regulation of cell cycle
6350 // transcription

7165 // signal transduction
1558 // regulation of cell growth
7155 // cell adhesion

6350 // transcription

79 /I regulation of cyclin dependent protein
kinase activity

6350 // transcription

7165 // signal transduction

6298 // mismatch repair

6412 // protein biosynthesis

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription

6412 // protein biosynthesis
7049 // cell cycle

8152 // metabolism

12 // single strand break repair
74 |/ regulation of cell cycle
8152 // metabolism

6412 // protein biosynthesis
8152 // metabolism

6415 // translational termination

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

1,23
1,83
1,76

1,56

1,14
1,39
1,60

1,45

3,67
1,81
1,34
1,07
2,76
2,02

1,96

1,30
1,25
2,01

0,88
0,64
0,95

0,86

0,92
0,96
0,86
0,70
0,72
0,58
0,86
0,76
0,79

IGF-1l ds3

1,93
1,17
1,45

1,49

1,15
1,99
1,98

1,52

1,88
1,58
1,35
0,63
2,23
2,15

1,67

1,19
1,01
2,11

1,03
0,83
0,82

0,82

0,98
1,09
0,62
0,81
1,07
0,79
0,87
0,78
0,73

INSR ds1

0,90
0,84
0,99

0,81

0,97
0,86
0,96

0,95

1,09
1,10
0,87
1,07
0,82
0,81

0,99
1,09
1,15
1,34

0,91
1,00
0,92

1,00

0,87
0,81
0,91
0,92
0,85
0,91
0,94
0,91
0,94

IGF1R ds3

1,9127
1,9311
1,9338

1,9840

2,0289
2,0379
2,0523

2,1496

2,2111
2,2208
2,2269
2,2343
2,3421
2,3919

2,4555

2,4962
2,7361
3,3813

0,33
0,35
0,32

0,46

0,50
0,53
0,42
0,54
0,47
0,58
0,64
0,51
0,57

Rez. Mix

1,42
1,46
1,47

1,70

1,43
1,69
1,73

1,63

1,82
1,57
1,76
1,93
2,01
1,48

1,76

1,80
1,99
2,86

0,3910
0,4028
0,4544

0,5147

0,5335
0,5420
0,5590
0,5787
0,5926
0,6053
0,6334
0,6348
0,6375

nonsense
SiRNA

1,44
1,40
1,25

0,83

1,40
1,19
1,27

1,36

1,11
1,04
1,41
0,90
1,00
1,37

1,20
1,48
1,02
1,12

0,87
0,72
0,95
0,79

0,85
0,83
0,83
0,87
0,88
1,14
0,92
0,82
0,69
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit)
ribonuclease H2, large subunit
cyclin J

zinc finger, MYND domain containing 11

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta

phospholysine phosphohistidine inorganic
pyrophosphate phosphatase

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-
ATPase, 8

Insulin-like growth factor 1 receptor

granulin

SRB7 suppressor of RNA polymerase B homolog
(yeast)

zinc finger protein 84 (HPF2)

maternal G10 transcript

neural precursor cell expressed, developmentally down-

regulated 9
headcase homolog (Drosophila)

pre-B-cell leukemia transcription factor interacting
protein 1

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
jumonji domain containing 1C

CDC-like kinase 1
F-box protein 46
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta

hematopoietically expressed homeobox

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2
S100 calcium binding protein A6 (calcyclin)
membrane-associated ring finger (C3HC4) 3
E74-like factor 3 (ets domain transcription factor,
epithelial-specific )

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2
transforming growth factor, beta 2

alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked

(RAD54 homolog, S. cerevisiae)
cadherin 19, type 2

activity-dependent neuroprotector

Jumoniji, AT rich interactive domain 1B (RBP2-like)

Gensymbol

POLE3
RNASEH2A
CCNJ

ZMYND11
DNMT3B
LHPP

PSMD8

IGF1R
GRN

SURB7
ZNF84
G10

NEDD9
HECA
PBXIP1
CDH6
JMJD1C

CLK1
FBXO46
GADDA45B

HHEX

RAPGEF2
S100A6
MARCH3

ELF3

FLRT2
TGFB2

ATRX
CDH19
ADNP

JARID1B

‘gene bank

acession no.’

BC004170
NM_006397
NM_019084

BE250417
NM_006892
NM_022126

NM_002812

AI830698
NM_002087

Al688580
NM_003428
NM_003910

AL136139
NM_016217
NM_020524
NM_004932
Al694023

AI251890
NM_012066
NM_015675

NM_001529

BF439282
NM_014624
AW593996

AF017307

NM_013231
M19154

Al650257
NM_021153
NM_015339

NM_006618

Genonotology Biological Process

6260 // DNA replication
6260 // DNA replication

74 |/ regulation of cell cycle

122 /I negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

67 // DNA replication and chromosome
cycle

8152 // metabolism

74 [ regulation of cell cycle

74 [/ regulation of cell cycle
7165 // signal transduction

6350 // transcription

6350 // transcription
6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase |l promoter

74 [ regulation of cell cycle
74 | regulation of cell cycle
16481 // negative regulation of transcription

7155 // cell adhesion

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

74 [/ regulation of cell cycle
6512 // ubiquitin cycle
185 // activation of MAPKKK

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

165 // MAPKKK cascade
74 [/ regulation of cell cycle

16567 // protein ubiquitination

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

7155 // cell adhesion
74 [/ regulation of cell cycle

6281 // DNA repair

7156 // homophilic cell adhesion

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,64
0,84
0,93

1,22
0,84
0,85

0,87

1,04
1,35

1,42
1,35
0,96
1,60
1,51
1,44
1,93
1,15

1,23
1,15
1,68

1,28

1,33
4,26
1,18

1,45

1,41
1,81

1,35
1,27
1,19

1,45

IGF-1l ds3

0,77
1,07
1,48

1,39

INSR ds1

0,86
0,90
0,86

0,97

0,96

IGF1R ds3

0,49
0,57
0,67

0,61

Rez. Mix

0,6434
0,6455
0,6469

0,6471
0,6475
0,6529

0,6610

0,6651
1,5007

1,5010
1,5013
1,5132

1,5132
1,5204
1,5292
1,5368
1,5400

1,5431
1,5450
1,5483

1,5505

1,5515
1,5603
1,5615

1,5617

1,5693
1,5701

1,5796
1,5893
1,6081

1,6261

nonsense
SiRNA

0,76
0,75
1,14

1,32

1,35
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

histone deacetylase 5
SRY (sex determining region Y)-box 4

protein kinase C binding protein 1

son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain, 2

ring finger protein 44
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

insulin-like growth factor binding protein 1

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2

proline-rich nuclear receptor coactivator 1
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

Rho family GTPase 3

growth differentiation factor 15
signal transducer and activator of transcription 4
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa

protocadherin 17

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled
receptor 5

durch IGF-ll-Inhibierung reguliert

complement component 5
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta

nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2

headcase homolog (Drosophila)

protocadherin 17

FAT tumor suppressor homolog 4 (Drosophila)
ring finger protein 44

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

transforming growth factor, beta 2
coagulation factor Il (thrombin) receptor

Rho-related BTB domain containing 1

Rho family GTPase 3

Gensymbol

HDAC5
SOX4

PRKCBP1
SOs1
CITED2
RNF44
DKK1
IGFBP1
BACH2
PNRC1
CDKN1C
CYR61
RND3

GDF15
STAT4
IGFBP2
PCDH17

LGRS

C5
CEBPB

NROB2

HECA
PCDH17
FAT4
RNF44

DKK1

TGFB2
F2R

RHOBTB1

RND3

‘gene bank

acession no.’

NM_005474
NM_003107
NM_018634
L13857
NM_006079
NM_014901
NM_012242
NM_000596
AK027193
AF279899
R78668
NM_001554
BG054844

BC000529
NM_003151
NM_000597
NM_014459

AF062006

NM_001735
AL564683

NM_021969

NM_016217
NM_014459
NM_024582
NM_014901

NM_012242

M19154
NM_001992

AB018283

BG054844

Genonotology Biological Process

74 [/ regulation of cell cycle

6350 // transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

7265 /I Ras protein signal transduction

6357 // regulation of transcription from RNA

polymerase Il promoter
16567 // protein ubiquitination

7275 /I development 30178 // negative
regulation of Wnt receptor signaling

1558 // regulation of cell growth
6350 // transcription

6350 // transcription

79 /I regulation of cyclin dependent protein
kinase activity /

1558 // regulation of cell growth

7264 /] small GTPase mediated signal
transduction

7165 // signal transduction
6350 // transcription

1558 // regulation of cell growth
7155 // cell adhesion

7165 // signal transduction

187 // activation of MAPK

6350 // transcription

122 /I negative regulation of transcription
from RNA polymerase |l promoter

74 |/ regulation of cell cycle

7155 // cell adhesion
7155 // cell adhesion

16567 // protein ubiquitination

7275 // development 30178 // negative
regulation of Wnt receptor signaling

74 [l regulation of cell cycle

74 |/ regulation of cell cycle

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,98
1,39

1,19
1,31
1,56
1,60
1,61
0,87
1,96
1,34
1,30
3,67
1,88

1,07
1,25
2,76
1,57

2,01

0,40836
0,55031

0,63289

1,51068
1,56550
1,56998
1,60107

1,60720

1,81067
1,85175

1,85796

1,87759

IGF-1l ds3

1,04
1,99

1,12
1,26
1,49
1,98
2,19
0,98
1,67
1,35
1,19
1,88
1,57

0,63
1,01
2,23
2,29

2,11

0,44082
0,59938

0,63088

1,54926
2,28573
1,55037
1,98257

2,18519

1,58341
1,50138

1,85433

1,57139

INSR ds1

1,06
0,86

0,97
1,07
0,81
0,96
1,33
0,99
0,99
0,87
1,09
1,09
1,04

1,07
1,15
0,82
0,98

1,34

0,83
0,83

0,84

0,96
0,98
1,08
0,96

1,33

1,10
0,92

0,94

1,04

IGF1R ds3

1,85
2,04

1,84
1,68
1,98
2,05
1,74
1,23
2,46
2,23
2,50
2,21
1,88

2,23
2,74
2,34
1,85

3,38

Rez. Mix

1,6392
1,6873

1,6888
1,6934
1,7005
1,7290
1,7308
1,7375
1,7603
1,7644
1,7992
1,8228
1,8385

1,9255
1,9937
2,0137
2,0165

2,8567

0,96
0,83

1,01

1,52
2,02
1,44
1,73

1,73

1,57
1,12

1,26

1,84

nonsense
siRNA
1,21
1,19
0,81
1,27
0,83
1,27
1,17
0,82
1,20
1,41
1,48
1,11
1,07

0,90
1,02
1,00
0,78

1,12

0,69
0,68

0,82

1,27
0,78
1,16
1,27

1,17

1,04
1,17

0,98

1,07
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

‘gene bank . ) . nonsense
Gen Gensymbol . Genonotology Biological Process IGF-1l ds1 IGF-1l ds3 INSR ds1 IGF1R ds3 Rez. Mix .
acession no.’ siRNA

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney) CDH6 NM_004932 7155 // cell adhesion 1,93037 2,11923 1,09 1,75 1,54 1,46
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper s

transcription factor 2 BACH2 AK027193 6350 // transcription 1,95547 1,67466 0,99 2,46 1,76 1,20
RNA binding motif, single stranded interacting protein1 ~ RBMS1 NM_016839 6260 // DNA replication 1,98730 1,59458 0,84 1,65 1,47 1,42
:’Zice'gti'r“gh repeat-containing G protein-coupled LGR5 AF062006 7165 // signal transduction 2,01299 2,10695 1,34 3,38 2,86 1,12
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 TNFAIP8 NM_014350 6916 // anti-apoptosis 2,01606 1,98822 0,95 1,14 1,12 1,36
fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 FLRT3 NM_013281 7155 // cell adhesion 2,01619 2,14577 0,81 2,39 1,48 1,37
Desmoglein 2 DSG2 NM_001943 7155 // cell adhesion 2,12049 1,65547 0,93 1,62 1,42 1,43
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa IGFBP2 NM_000597 1558 // regulation of cell growth 2,75549 2,22834 0,82 2,34 2,01 1,00

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid 7275 I/ development 8284 // positive

potentiating activity, collagenase inhibitor) TIMP1 NM_003254 regulation of cell proliferation 2,88967 1,66517 1,03 175 1,45 1,40
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 CYR61 NM_001554 1558 // regulation of cell growth 3,67323 1,88313 1,09 2,21 1,82 1,11
spezifisch durch IGF1R-Inhibierung reguliert

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 MKI67 AU152107 74 [/ regulation of cell cycle 0,71 0,89 0,95 0,5178 0,68 0,79
g)[/g;r;—g:g:gttj;g}]ﬁggﬁ;:srgmtor 3 (CDK2-associated CDKN3 AF213033 Zi?]gsfgléif\lltilg/n of cyclin dependent protein 0.96 085 093 05330 070 087
primase, polypeptide 1, 49kDa PRIM1 NM_000946 6260 // DNA replication 0,82 1,11 1,01 0,5479 0,71 0,76
cyclin A2 CCNA2 NM_001237 Zfr’] gsreegﬂ?vti'g” of cyclin dependent protein 081 073 0,89 0,5717 0,79 076
SLC2A4 regulator SLC2A4RG BE898559 6350 // transcription 0,64 0,68 0,74 0,5769 0,72 0,79
KIAA0664 protein KIAA0664 AB014564 6412 // protein biosynthesis 0,67 0,65 1,00 0,5857 0,75 0,73
nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 NR1H3 NM_005693 6350 // transcription 0,68 0,61 0,93 0,5915 0,70 0,71
ligatin LGTN NM_006893 6412 // protein biosynthesis 0,71 0,78 1,02 0,6027 0,68 0,73
carbonic reductase 4 CBR4 AL049442 8152 // metabolism 0,95 1,15 1,01 0,6063 0,79 0,97
nidogen (enactin) NID BF940043 7160 // cell-matrix adhesion 0,87 1,11 0,74 0,6116 0,75 0,89
arylacetamide deacetylase (esterase) AADAC NM_001086 8152 // metabolism 0,67 0,71 1,08 0,6170 0,83 0,92
inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase A ITPKA NM_002220 7165 // signal transduction 0,74 0,65 1,00 0,6172 0,69 1,11
protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide PRKDC u47077 6302 // double-strand break repair 0,73 0,94 0,94 0,6186 0,73 0,78
polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) POLE2 NM_002692 6260 // DNA replication 0,81 0,78 0,93 0,6195 0,73 0,83
origin recognition complex, subunit 3-like (yeast) ORC3L AF125507 6260 // DNA replication 0,92 0,83 0,93 0,6199 0,76 0,74
hMO%'\f')?OZ""’g‘.’gg’nr?t?;"(rgécr;‘fe'ci‘;’g)‘ce deficient 6 (MIS5 -6 NM_005915 6260 // DNA replication 0,83 1,13 0,93 0,6222 0,78 0,86
ayif))gﬁg’gggg'“gI(‘:’g‘élsé)gi;ignﬁé"gzgsggjgn? AGPATS NM_018361 8152 // metabolism 0,95 0,94 0,98 0,6237 0,69 0,87
anaphase promoting complex subunit 5 /// anaphase ANAPCS T33068 74 I/ regulation of cell cycle 076 0,88 0,93 0,6241 0,70 0,83
promoting complex subunit 5

interferon regulatory factor 3 IRF3 NM_001571 6350 // transcription 0,88 0,82 0,99 0,6258 0,69 0,79
mitochondrial ribosomal protein L17 MRPL17 AK026857 6412 // protein biosynthesis 0,83 0,81 1,03 0,6283 0,79 0,77
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 PARP1 M32721 6281 // DNA repair 0,73 1,00 0,85 0,6296 0,71 0,76
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12 HSD17B12 NM_016142 8152 // metabolism 0,74 1,03 0,83 0,6304 0,68 0,81

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

retinol dehydrogenase 11 (all-trans and 9-cis)

FLJ23311 protein

deoxyhypusine synthase

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

epithelial V-like antigen 1

SFRS protein kinase 1

sex comb on midleg-like 1 (Drosophila)

inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-
helix protein

Insulin-like growth factor 1 receptor

dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1

cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 3
(flamingo homolog, Drosophila)

TRAF2 and NCK interacting kinase
hypothetical protein FLJ14166
protocadherin beta 8

putative translation initiation factor

transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix
transcription factors 4)

suppressor of hairy wing homolog 1 (Drosophila)
thyroid hormone receptor interactor 3
single-stranded DNA binding protein 2

tubby like protein 4

ribosomal protein L22
eukaryotic translation initiation factor 2C, 3

RING1 and YY1 binding protein

HMG-box transcription factor 1

zinc finger protein 277

programmed cell death 6 interacting protein
makorin, ring finger protein, 1 /// makorin, ring finger
protein, 1

ring finger and KH domain containing 2
histidyl-tRNA synthetase-like

zinc finger protein 134 (clone pHZ-15)

ring finger protein 111

farnesyltransferase, CAAX box, alpha ///
farnesyltransferase, CAAX box, alpha

MAX interactor 1 /// MAX interactor 1

Gensymbol

RDH11
FLJ23311
DHPS
CDH1
EVAL
SRPK1
SCML1

ID4

IGF1R
DHRS1

CELSR3

TNIK
FLJ14166
PCDHB8
suil

TCF12
SUHW1
TRIP3
SSBP2
TULP4

RPL22
EIF2C3

RYBP

HBP1

ZNF277
PDCD6IP

MKRN1

RKHD2
HARSL
ZNF134
RNF111
FNTA

MXI1

‘gene bank

acession no.’

AL096716
NM_024680
NM_001930
NM_004360
NM_005797
AW082913
BF001786

AW157094

Al830698
AL050217

NM_001407

AF172268
NM_024565
NM_019120
AF083441

AL559478
AA558468
Al131008
NM_012446
NM_020245

D17652
NM_024852

AB029551

NM_012257

AK027128
NM_013374

NM_013446

NM_016626
U18937
NM_003435
NM_017610
BG168896

NM_005962

Genonotology Biological Process

8152 // metabolism

74 |/ regulation of cell cycle
6412 // protein biosynthesis
7155 // cell adhesion

7155 // cell adhesion

74 |/ regulation of cell cycle
6350 // transcription

6357 // regulation of transcription from RNA

polymerase Il promoter
74 [/ regulation of cell cycle

8152 // metabolism
7155 // cell adhesion

6445 // regulation of translation
74 [/ regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion

6412 // protein biosynthesis

6350 // transcription

6350 // transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

45449 |/ regulation of transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6412 // protein biosynthesis

6412 // protein biosynthesis

122 // negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription

6915 // apoptosis
16567 // protein ubiquitination

16567 // protein ubiquitination
6412 // protein biosynthesis
6350 // transcription

16567 // protein ubiquitination

7179 // transforming growth factor beta
receptor signaling pathway

6350 // transcription

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,99
0,83
0,87
1,10
0,74
0,82
0,70

0,61

1,04
1,00

1,19

1,42
1,38
1,12
1,01

1,14
1,26
1,03
1,42
1,21

0,77
1,13

1,36

1,09

0,94
1,24

1,10
1,31
1,07
1,26
1,24
1,09
1,03

IGF-1l ds3

1,14
1,03
0,99
0,70
0,55
0,94
0,72

0,90

1,09
0,71

1,27

1,27
1,48
1,18
1,08

1,20
1,16
1,09
1,68
1,42

0,93
1,02

1,44

1,24

1,12
1,14

1,00
1,68
1,07
1,13
1,16
0,98
1,42

INSR ds1

0,79
0,88
1,00
0,96
0,87
1,02
0,92

0,86

0,86
0,93

1,04

1,00
0,89
1,01
1,05

0,88
1,16
0,89
1,00
0,94

0,95
1,03

0,92

1,01

0,88
0,95

0,88
0,93
1,00
0,99
0,97
1,00
1,00

IGF1R ds3

0,6340
0,6412
0,6420
0,6530
0,6542
0,6552
0,6601

0,6618

0,6618
0,6627

1,5008

1,5026
1,5086
1,5086
1,5091

1,5109
1,5164
1,5177
1,5193
1,5201

1,5279
1,5280

1,5296

1,5297

1,5304
1,5334

1,5430

1,5572
1,5606
1,5614
1,5626
1,5673

1,5736

Rez. Mix

0,74
0,76
0,74
0,76
0,73
0,70
0,73

0,80

0,67
0,74

1,37

1,25
1,18
1,37
1,46

1,33
1,27
1,26
1,25
1,28

1,32
1,41

1,35

1,33

1,32
1,48

1,40
1,21
1,35
1,28
1,39
1,44
1,35

nonsense
SiRNA

0,94
0,78
0,96
0,95
0,76
0,73
0,82

0,70

0,86
1,12

1,18

0,89
1,03
0,94
1,04

1,15
1,06
1,10
1,01
1,15

1,43
0,97

1,13

1,20

1,16
1,15

1,31
1,25
1,01
0,90
1,14
1,10
1,11
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen Gensymbol

G protein-coupled receptor, family C, group 5, member

c GPRC5C
retinoic acid induced 17 RAI17
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha GNAI1
inhibiting activity polypeptide 1
Disabled homolog 2, mitogen-responsive

X S DAB2
phosphoprotein (Drosophila)
zinc finger protein 435 ZNF435
cyclin B1 interacting protein 1 CCNBL1IP1
cofactor required for Sp1 transcriptional activation,
subunit 6, 77kDa CRSP6
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B BAZ2B
zinc finger protein 140 (clone pHZ-39) ZNF140
trophoblast glycoprotein TPBG
glycoprotein (transmembrane) nmb GPNMB
tumor protein p53 binding protein, 2 TP53BP2
zinc finger protein 274 ZNF274
CB-:-_I;iJ':g;eln—coupled receptor 37 (endothelin receptor type GPR37
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A PPP1R15A
Ras-like without CAAX 1 RIT1
zinc finger protein 85 (HPF4, HTF1) ZNF85
Cyclin G2 CCNG2
zyxin ZYX
vesicle amine transport protein 1 homolog (T californica) VAT1
Ras-related GTP binding C RRAGC

spezifisch durch kombinierte Rezeptorinhibierung reguliert

cyclinJ CCNJ
K[I(_J'tazassec?rge (prosome, macropain) 26S subunit, non- PSMDS8
insulin-like growth factor binding protein 1 IGFBP1
spezifisch durch IGF-II-Inhibierung reguliert

complement component 5 C5
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta CEBPB
nuclear receptor subfamily O, group B, member 2 NROB2
bone morphogenetic protein 4 BMP4
coagulation factor Il (thrombin) receptor F2R
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 TNFAIP8

‘gene bank

acession no.’

NM_022036
AF070622
AL049933

N21202

NM_025231
NM_021178
AF105421
NM_013450
NM_003440
NM_006670
NM_002510
NM_005426
NM_016325
U87460
NM_014330
AF084462
NM_003429
AW134535
NM_003461
BC001913
AK023373

NM_019084
NM_002812
NM_000596

NM_001735
AL564683
NM_021969
D30751
NM_001992
NM_014350

Genonotology Biological Process

7165 // signal transduction
6350 // transcription

7165 // signal transduction

8283 // cell proliferation

6350 // transcription
16567 // protein ubiquitination

6350 // transcription

6350 // transcription
6350 // transcription

6928 // cell motility

8285 // negative regulation of cell
proliferation

74 [/ regulation of cell cycle

6350 // transcription
7165 // signal transduction

6915 // apoptosis 7050 // cell cycle arrest
7165 // signal transduction

6350 // transcription

74/ regulation of cell cycle

7155 // cell adhesion

16049 // cell growth

6350 // transcription

74 |/ regulation of cell cycle
74 [ regulation of cell cycle

1558 // regulation of cell growth

187 // activation of MAPK

6350 // transcription

122 /I negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

1501 // skeletal development
74 | regulation of cell cycle
6916 // anti-apoptosis

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

1,16
1,20
1,32

1,57
1,23
1,08
1,21
1,36
1,22
1,65
0,96
1,30
1,38
1,39
1,31
1,45
1,49
1,23
1,83
1,76
1,14

0,93
0,87
0,87

0,40836
0,55031
0,63289
1,67055
1,85175
2,01606

IGF-1l ds3

1,16
1,43
1,64

1,25
1,47
0,84
1,30
1,47
1,26
1,41
0,87
1,47
1,24
1,33
1,42
1,17
1,67
1,93
1,17
1,45
1,15

1,48
0,80
0,98

0,44082
0,59938
0,63088
1,54664
1,50138
1,98822

INSR ds1

0,92
0,89
0,92

0,97
0,98
0,94
1,01
1,06
0,97
0,93
0,97
0,99
0,96
1,06
0,96
1,02
0,88
0,90
0,84
0,99
0,97

0,86
0,91
0,99

0,83
0,83
0,84
0,94
0,92
0,95

IGF1R ds3

1,5745
1,5830
1,5865

1,5895

1,6015
1,6096
1,6489
1,6514
1,6640
1,6818
1,6969
1,6970
1,7017
1,7409
1,7994
1,8379
1,8455
1,9127
1,9311
1,9338
2,0289

0,67
0,69
1,23

0,88
0,96
1,07
1,18
1,23
1,14

Rez. Mix

1,37
1,45
1,42

1,36
1,34
1,21
1,44
1,42
1,30
1,34
1,28
1,36
1,38
1,49
1,37
1,45
1,45
1,42
1,46
1,47
1,43

0,6469
0,6610
1,7375

0,96
0,83
1,01
1,16
1,12
1,12

nonsense
SiRNA

1,37
1,31
1,00

1,05
1,00
1,16
1,16
1,23
0,99
1,48
0,81
1,45
1,01
1,09
1,17
1,00
0,97
1,44
1,40
1,25
1,40

1,14
0,71
0,82

0,69
0,68
0,82
1,14
1,17
1,36
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

durch IGF1R- und IGF-ll-Inhibierung reguliert
kinesin family member 3C
Desmoglein 2

Rho-related BTB domain containing 1

RNA binding motif, single stranded interacting protein 1
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (erythroid
potentiating activity, collagenase inhibitor)

headcase homolog (Drosophila)

protocadherin 17

Rho family GTPase 3

ring finger protein 44

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
transforming growth factor, beta 2

prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4)
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa

fibronectin leucine rich transmembrane protein 3
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2

leucine-rich repeat-containing G protein-coupled
receptor 5

durch kombinierte Rezeptor-- und IGF-ll-Inhibierung reguliert

headcase homolog (Drosophila)

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
transforming growth factor, beta 2

ring finger protein 44

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2

cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
Rho family GTPase 3

insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
protocadherin 17
chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican)

Gensymbol

KIF3C
DSG2

RHOBTB1

RBMS1
DKK1
CDH6
TIMP1
HECA
PCDH17
RND3
RNF44
CYR61
TGFB2
PTGER4
IGFBP2
FLRT3

BACH2

LGR5

HECA
CDH6
TGFB2
RNF44

DKK1

BACH2
CYR61
RND3

IGFBP2
PCDH17
CSPG2

‘gene bank

acession no.’

AF035621
NM_001943

AB018283

NM_016839
NM_012242
NM_004932
NM_003254
NM_016217
NM_014459
BG054844
NM_014901
NM_001554
M19154
AI675173
NM_000597
NM_013281
AK027193

AF062006

NM_016217
NM_004932
M19154

NM_014901

NM_012242

AK027193
NM_001554
BG054844

NM_000597
NM_014459
BF590263

Genonotology Biological Process

7018 // microtubule-based movement

7155 // cell adhesion

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

6260 // DNA replication
7275 I/ development

7155 // cell adhesion

7275 I/ development 8284 // positive
regulation of cell proliferation

74 I/ regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion

7264 /I small GTPase mediated signal
transduction

16567 // protein ubiquitination
1558 // regulation of cell growth
74 [/ regulation of cell cycle
6955 // immune response

1558 // regulation of cell growth
7155 // cell adhesion

6350 // transcription

7165 // signal transduction

74 /] regulation of cell cycle
7155 // cell adhesion
74 |/ regulation of cell cycle

16567 // protein ubiquitination
7275 // development/ 30178 // negative
regulation of Wnt receptor signaling

6350 // transcription

1558 // regulation of cell growth

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

1558 // regulation of cell growth
7155 // cell adhesion
7275 /I development

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

1,73479
2,12049

1,85796

1,98730
1,60720
1,93037
2,88967
1,51068
1,56550
1,87759
1,60107
3,67323
1,81067
1,51805
2,75549
2,01619

1,95547

2,01299

1,510675
1,930372
1,810666
1,601072

1,607203

1,955472
3,673227
1,877591

2,755486
1,565495
4,242331

IGF-1l ds3

1,71825
1,65547

1,85433

1,59458
2,18519
2,11923
1,66517
1,54926
2,28573
1,57139
1,98257
1,88313
1,58341
4,38052
2,22834
2,14577

1,67466

2,10695

1,55
2,12
1,58
1,98

2,19
1,67
1,88
1,57

2,23
2,29
4,27

INSR ds1

1,06
0,93

0,94
0,84
1,33
1,09
1,03
0,96
0,98
1,04
0,96
1,09
1,10
0,99
0,82
0,81
0,99

1,34

0,96
1,09
1,10
0,96

1,33

0,99
1,09
1,04

0,82
0,98
0,95

IGF1R ds3

1,81
1,75
2,22
2,05

1,74
2,46
2,21
1,88

2,34
1,85
3,86

Rez. Mix

1,34
1,42

1,26
1,47
1,73
1,54
1,45
1,52
2,02
1,84
1,73
1,82
1,57
2,26
2,01
1,48
1,76

2,86

1,5204
1,5368
1,5701
1,7290

1,7308

1,7603
1,8228
1,8385

2,0137
2,0165
2,6163

nonsense
SiRNA

1,15
1,43
0,98
1,42
1,17
1,46
1,40
1,27
0,78
1,07
1,27
1,11
1,04
1,24
1,00
1,37
1,20

1,27
1,46
1,04
1,27

1,17
1,20
1,11
1,07

1,00
0,78
1,48
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Anhang

Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

durch IGF1R- und kombinierte Rezeptorinhibierung reguliert

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E.
coli)

alanyl-tRNA synthetase
synaptobrevin-like 1

TAF12 RNA polymerase Il, TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, 20kDa

mitochondrial ribosomal protein L9

septin 10

pyruvate dehydrogenase complex, component X
aprataxin

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-
like 2

enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3
seryl-tRNA synthetase 2

E-1 enzyme

polymerase (DNA directed), epsilon 3 (p17 subunit)
ribonuclease H2, large subunit

zinc finger, MYND domain containing 11

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta

phospholysine phosphohistidine inorganic
pyrophosphate phosphatase

SRB7 suppressor of RNA polymerase B homolog
(yeast)

zinc finger protein 84 (HPF2)
maternal G10 transcript

neural precursor cell expressed, developmentally down-
regulated 9

headcase homolog (Drosophila)

pre-B-cell leukemia transcription factor interacting
protein 1

cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
jumonji domain containing 1C

CDC-like kinase 1
F-box protein 46
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta

hematopoietically expressed homeobox

Gensymbol

MSH2
AARS
SYBL1

TAF12

MRPL9
SEPT10
PDHX
APTX

MYBL2

ECHDC3
SARS2
MASA
POLES
RNASEH2A

ZMYND11

DNMT3B

LHPP

SURB7
ZNF84
G10

NEDD9
HECA
PBXIP1
CDH6
JMJID1C

CLK1
FBXO46
GADD45B

HHEX

‘gene bank

acession no.’

U04045
NM_001605
NM_005638

D50544

BC004517
BF966021

NM_003477
NM_017692

NM_002466

NM_024693
NM_017827
NM_021204
BC004170

NM_006397

BE250417
NM_006892
NM_022126

Al688580
NM_003428
NM_003910

AL136139
NM_016217
NM_020524
NM_004932
Al694023

Al251890
NM_012066
NM_015675

NM_001529

Genonotology Biological Process

6298 // mismatch repair

6412 // protein biosynthesis

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

6350 // transcription

6412 // protein biosynthesis
7049 // cell cycle

8152 // metabolism

12 /I single strand break

74 Il regulation of cell cycle

8152 // metabolism

6412 // protein biosynthesis
8152 // metabolism

6260 // DNA replication

6260 // DNA replication

122 /I negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter

67 // DNA replication and chromosome
cycle

8152 // metabolism

6350 // transcription

6350 // transcription

6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase Il promoter

74 |/ regulation of cell cycle
74 /] regulation of cell cycle
16481 // negative regulation of transcription

7155 // cell adhesion

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

74 |/ regulation of cell cycle

16567 // protein ubiquitination

185 // activation of MAPKKK

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

0,88
0,64
0,95

0,86

0,92
0,96
0,86
0,70

0,72

0,58
0,86
0,76
0,64
0,84

1,22
0,84
0,85
1,42
1,35
0,96
1,60
1,51
1,44
1,93
1,15

1,23
1,15
1,68

1,28

IGF-1l ds3

INSR ds1

0,91
1,00
0,92

1,00

0,87
0,81
0,91
0,92

0,85

0,91
0,94
0,91
0,86
0,90

0,97
0,96
0,83
0,97
1,13
0,93
1,03
0,96
0,96
1,09
0,88

0,97
1,03
1,04

0,97

IGF1R ds3

Rez. Mix

0,3910
0,4028
0,4544

0,5147

0,5335
0,5420
0,5590
0,5787

0,5926

0,6053
0,6334
0,6348
0,6434
0,6455

0,6471
0,6475
0,6529

1,5010
1,5013
1,5132

1,5132
1,5204
1,5292
1,5368
1,5400

1,5431
1,5450
1,5483

1,5505

nonsense
SiRNA

1,04
0,97
1,07
1,30
1,27
1,34
1,46
1,08

1,13
1,03
1,39

1,17
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Fortsetzung Tabelle O: regulierte Gene funktioneller Prozesse

Gen

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2
S100 calcium binding protein A6 (calcyclin)

membrane-associated ring finger (C3HC4) 3
E74-like factor 3 (ets domain transcription factor,
epithelial-specific )

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2
transforming growth factor, beta 2

alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked

(RAD54 homolog, S. cerevisiae)
cadherin 19, type 2

activity-dependent neuroprotector

Jumoniji, AT rich interactive domain 1B (RBP2-like)
histone deacetylase 5

SRY (sex determining region Y)-box 4

protein kinase C binding protein 1

son of sevenless homolog 1 (Drosophila)

Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain, 2

ring finger protein 44
dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
transcription factor 2
proline-rich nuclear receptor coactivator 1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
Rho family GTPase 3

signal transducer and activator of transcription 4
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa
protocadherin 17

Gensymbol

RAPGEF2
S100A6
MARCH3

ELF3

FLRT2
TGFB2

ATRX
CDH19
ADNP

JARID1B

HDAC5
SOX4

PRKCBP1
SOs1
CITED2
RNF44
DKK1

BACH2
PNRC1
CDKN1C
CYR61
RND3

STAT4
IGFBP2
PCDH17

‘gene bank

acession no.’

BF439282
NM_014624
AW593996

AF017307

NM_013231
M19154

Al650257
NM_021153
NM_015339

NM_006618

NM_005474
NM_003107

NM_018634
L13857

NM_006079
NM_014901
NM_012242

AK027193
AF279899
R78668
NM_001554
BG054844

NM_003151
NM_000597
NM_014459

Genonotology Biological Process

165 // MAPKKK cascade
74 |/ regulation of cell cycle

16567 // protein ubiquitination

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent
7155 // cell adhesion

74 |/ regulation of cell cycle
6260 // DNA replication

7156 /I homophilic cell adhesion

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent
6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

74 | regulation of cell cycle
6350 // transcription

6355 // regulation of transcription, DNA-
dependent

7265 /I Ras protein signal transduction

6357 // regulation of transcription from RNA
polymerase |l promoter

16567 // protein ubiquitination

7275 I/ development / 30178 // negative
regulation of Wnt receptor signaling

6350 // transcription

6350 // transcription

79 I/ regulation of cyclin dependent protein
kinase activity

1558 // regulation of cell growth

7264 I/ small GTPase mediated signal
transduction

6350 // transcription
1558 // regulation of cell growth
7155 // cell adhesion

Die Genexpression ist als x-fache Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten Zellen angegeben

IGF-1l ds1

1,33
4,26
1,18

1,45

1,41
1,81

1,35
1,27
1,19

1,45

0,98
1,39

1,19
1,31
1,56
1,60
1,61
1,96
1,34
1,30
3,67
1,88

1,25
2,76
1,57

IGF-1l ds3

1,22
1,02
0,97

1,13

1,85
1,58

1,48
1,57
1,46

1,52

1,04
1,99

1,12
1,26
1,49
1,98
2,19
1,67
1,35
1,19
1,88
1,57

1,01
2,23
2,29

INSR ds1

0,98
0,91
1,08

0,88

1,00
1,10

0,90
0,99
0,94

0,95

1,06
0,86

0,97
1,07
0,81
0,96
1,33
0,99
0,87
1,09
1,09
1,04

1,15
0,82
0,98

IGF1R ds3

1,72
1,79
1,87

1,79

1,65
2,22

1,73
1,51
1,76

2,15

1,85
2,04

1,84
1,68
1,98
2,05
1,74
2,46
2,23
2,50
2,21
1,88

2,74
2,34
1,85

Rez. Mix

1,5515
1,5603
1,5615

1,5617

1,5693
1,5701

1,5796
1,5893
1,6081

1,6261

1,6392
1,6873

1,6888
1,6934
1,7005
1,7290
1,7308

1,7603
1,7644
1,7992
1,8228
1,8385

1,9937
2,0137
2,0165

nonsense
SiRNA

1,28
1,08
1,23

1,35

0,92
1,04

1,10
1,17
1,09

1,36

1,21
1,19

0,81
1,27
0,83
1,27
1,17
1,20
1,41
1,48
1,11
1,07

1,02
1,00
0,78

156



Anhang

7.2.  Kurzzusammenfassung
IGF-II ist in einigen humanen HCCs, eines der hiufigsten humanen Malignome mit sehr

schlechten Therapieoptionen, stark iliberexprimiert. Aufgrund der protumorigenen Wirkung
stellt die IGF-Signalachse eine mogliche therapeutische Zielstruktur dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Huh-7- und Hep3B-Zellen die Funktion und Relevanz
von IGF-II und den signaltransduzierenden Rezeptoren, INSR und IGFIR, mittels RNAI
untersucht. Funktionelle Tests und ,Gene Chip®Expression Arrays’ ermdglichten, die
Auswirkungen der verschiedenen Inhibierungen zu analysieren.

Sowohl nach der IGF-II- wie auch der IGF1R- und der kombinierte Rezeptorinhibierung
konnten eine reduzierte Proliferation und Zellvitalitit sowie eine Apoptoseinduktion
nachgewiesen werden. Die deutlichsten Effekte in der Modifikation der Downstream-
Signalmolekiile wurde durch die IGF-II-Reduktion erzielt, aulerdem ergaben sich deutliche
Hinweise, dass neben dem auch der INSR IGF-II-Signale vermittelt. Die Analyse der
Signalmolekiile und die Array-Auswertungen belegen, dass die IGF-Achse in die
Zelladhidsion involviert ist und die Inhibierung zu einer Zunahme der Zelladhdsion fiihrt.
Zudem konnte der Faktor C5 identifiziert werden, der protumorigen wirken kann und der
ausschliefllich nach IGF-II-Inhibierung in seiner Expression reduziert war. C5 konnte der
diskriminierende Faktor zwischen Liganden- und Rezeptorinhibierung sein, der fiir die

deutlicheren Effekte bei der Modifikation der Signalmolekiile verantwortlich ist.

Die Daten zeigen, dass eine alleinige Inhibierung des IGF1R zur Unterdriickung der IGF-II-
vermittelten protumorigenen Effekte nicht ausreichend ist, da IGF-II alternativ an den INSR
binden kann. Zudem gibt es Hinweise auf weitere protumorigene, IGF-II-regulierte Faktoren
wie C5.

Die IGF-II-Inhibierung stellt eine potentielle, therapeutische Option dar, da sie zum Teil
deutlichere Effekte als die Rezeptorreduktion zeigt und aufgrund der hohen Spezifitit keine

essentiellen Signalwege beeintrachtigt werden.
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7.3.  Abstract
Insulin-like growth factor (IGF)-II is known to be overexpressed in numerous tumor entities

and involved in proliferation and anti-apoptosis of hepatocellular carcinoma (HCCs).
Therefore the IGF signalling axis represents a molecular target for therapeutic options. To
elucidate the possible role of this growth factor axis in hepatocarcinogenesis the IGF-II, INSR
and IGF1R-expression is reduced by RNAinterference.

The transient inhibition of IGF-II and IGF1R as well as the combined receptor inhibition is
associated with reduced cell vitality which is due to increased apoptosis and decreased
proliferation. Furthermore a reduced activation of cytoplasmic signalling components was
observed. Separate inhibition of IGFIR or INSR did not lead to a distinct modification of
downstream effector activity, while combined reduction of receptor expression was associated
with decreased phosphorylation as significant as caused by IGF-II-inhibition. This
observation indicates an alternative IGF-II-signaltransduction via INSR. The analysis of the
expression profiles confirmed the involvement of IGF signaltransduction in DNA-replication,
DNA-repair, metabolism, apoptosis, cell-growth, cell-adhesion and protein-biosynthesis.
Since DNA-repair, metabolism and protein-biosynthesis is not affected by IGF-II-inhibition,
IGF1R and INSR provable mediate IGF-II-independent signals. The combinatorial treatment
of HCC-cells with IGF-II-specific siRNA and anti-neoplastic agents (selective
Cyclooxygenase-2 inhibitor Celecoxib) revealed super-additive effects concerning tumor cell
viability.

In conclusion, IGF-II-expression can be specifically reduced by RNAi without effecting
cognate metabolic pathways (glucose metabolism via insulin) or still essential IGF axis
components (IGF-I). Reduced IGF-II-bioavailability leads to reduced tumor cell vitality due
to diminished proliferation and elevated apoptosis. However, these results indicate, that both
receptors are responsible for IGF-II-mediated signalling. Furthermore, tumor cells transfected
with IGF-II-specific siRNA become sensitized against additional pro-apoptotic stimuli.
Because of the functional receptor redundancy, highly specific inhibition of IGF-II-bioactivity
by RNAinterference is a promising approach in the treatment of HCC as compared to receptor

specific approaches.
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einschlieBlich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut oder
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