Aus dem Institut fir Pathologie der Heinrich-Heine-Universitét
Direktor: Prof. Dr. Gabbert

SURVIVIN UND SEINE ALTERNATIVEN SPLEISSVARIANTEN:
UNTERSUCHUNGEN ZU IHRER BEDEUTUNG FUR EINE ZYTOSTATIKA-
INDUZIERTE APOPTOSE UND IHREN MOLEKULAREN
INTERAKTIONSPARTNERN

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von
Maureen Muller

2004



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab
Dekan

Referent: Univ.-Prof. Dr. Gerharz

Korreferent: Prof. Dr. Bier



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

SURVIVIN UND SEINE ALTERNATIVEN SPLEISSVARIANTEN: UNTERSUCHUNGEN ZU IHRER
BEDEUTUNG FUR EINE ZYTOSTATIKA-INDUZIERTE APOPTOSE UND IHREN MOLEKULAREN

INTERAKTIONSPARTNERN

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG

1.1 Tumoren und Apoptose

1.2 “Inhibitor of Apoptosis” (IAP)-Proteine

1.2.1  Survivin

1.2.2  Alternatives Spleilen von Survivin

1.3 Caspasen

1.4 Ziel dieser Arbeit

2 MATERIAL

2.1 Kulturen

2.1.1 Zellinien

2.1.2  Escherichia coli-Stamm

2.2 Chemikalien

2.2.1 Flissigkeiten und Feststoffe

2.2.2  Medien, Puffer und Losungen

2.3 Nukleinsauren

2.3.1 DNA-Lingenstandards

2.3.2  Oligonukleotide
2.3.3  Vektoren
2.3.4 Plasmidkonstrukte
2.4 Proteine
2.4.1 Protein-Molekulargewichtstandards
2.42 Enzyme

2.4.3  Antikorper und aufgereinigte Antiseren

2.5 Molekularbiologische Kits

2.6 Hilfsmittel

2.6.1 Sterile Einwegartikel fiir Zellkulturen und Plastikgeféf3e
2.6.2  Gerite

2.6.3  Software und Server

W oo N 01 O

17

18

18
18
18

19
19
20

22
22
22
23
24

25
25
25
25

26

27
27
27
27



Inhaltsverzeichnis

3 METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung

3.1.2  Bestimmmung der Zellzahl

3.1.2.1 Neubauer-Zihlkammer

28

28
28

28
28

3.1.2.2 MTT-Test

28

3.1.3 RNA-Extraktion

3.1.4  Lyse und Proteinextraktion

3.1.5 Héamalaun-Eosin-Farbung

3.1.6  Transiente Transfektion von Sdugerzellen

3.1.6.1 Lipofektion

3.1.6.2 DEAE-Dextran - Methode

3.1.7 Bestimmung der Transfektionseffizienz

3.1.7.1 B-Galaktosidase-Test bei adhédrenten Zellen (fest)

3.1.7.2  B-Galaktosidase-Test im Zellysat (fliissig)

3.2 Nukleinsauren

3.2.1 Konzentrationsbestimmung

3.2.2  Elektrophoretische Auftrennung

3.2.2.1 Native Agarose-Gelelektrophorese

3.2.2.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

3.2.3  Aufreinigung

3.2.3.1 Ethanol-Féllung

3.2.3.2 Gelextraktion

3.2.3.3 Séaulen-Trennverfahren

3.2.4 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

3.2.5. Klenow-Auffiullreaktion

3.2.6  Ligation

3.2.7 Dephosphorylierung

3.2.8  Genspezifische Reverse Transkription (RT)
3.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.10 Synthese von Adenosin-Nukleotiden an DNA 5'-Enden

3.2.11 Sequenzierung von DNA

3.3 Proteine

3.3.1 Konzentrationsbestimmung

3.3.2 Western-Blot

3.4 Bakterien

3.4.1 Herstellung kompetenter E. coli zur Transformation
3.4.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

3.4.3 Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli

3.4.4 Glycerol-Stammkulturen

3.5 Versuchsdurchfuhrungen

3.5.1 Zytostatikabehandlung Survivin-transfizierter HepG2-Zellen
3.52 CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

3.5.3 Caspase-3 Aktivititstest

3.5.3.1 Tubulin-Polymerisation mittels Taxol

3.5.3.2 Caspase-3 Aktivititstest

3.5.4 Ko-Immunprézipitation

3.5.5 Immunfluoreszenz

29
29
29

30
30
30

31
31
31

32
32

32
32
32
33
33
33
33

33
34
34
35
35
35
36
36

38
38
38

39
39
40
40
40

41
41
44

47
47
47

48
50



Inhaltsverzeichnis

4 ERGEBNISSE

4.1 EinfluB der Survivin-Uberexpression auf die Zytostatika-induzierte
Apoptose

4.2 Caspase-3 und —7: Untersuchung zur Interaktion von Survivin und
seinen Spleilvarianten in vivo

4.2.1 Interaktion mit Caspase-3 und -7

4.3 Homo- und Heterodimerisierung von Survivin und seinen
SpleiBvarianten in vivo

4.4 Caspase-3: in vitro-Interaktionspartner von Survivin?

4.4.1 Ko-Immunprizipitation

4.4.2 Caspase-3 Aktivitatstest in vitro

4.5 Subzelluléare Lokalisation von Survivin nach Zytostatika-Induktion

5 DISKUSSION

51

51

56
56

62

63
63
63

65

67

5.1 Einflul der Survivin-Expression auf die Zytostatika-induzierte Apoptose

5.2 Caspase-Interaktion

5.2.1  Caspase-Interaktion in vitro

5.2.2  Caspase-Interaktion in vivo

5.3 Dimerisation von Survivin

67

69
69
70

71

5.4 Subzellulare Lokalisation von Survivin nach Zytostatika-Behandlung _ 73

6 ZUSAMMENFASSUNG

7 LITERATURVERZEICHNIS

74

75



Abkurzungsverzeichnis

BIR
BIRCs
CARD
CDE
Cdk4
CHR
DFF
DEAE
FADD
IAP
INCENP
MAD
MTT
PARP
PI

Rb
RING
RT
TNFa
UTR

Abkurzungsverzeichnis

Baculovirus AP Repeat
BIR-containing proteins

Caspase Recruitment Domaine

cell cycle dependent elements

Cyclin dependent Kinase 4

cell cycle homology region

DNA fragmentation factor
Diethylaminoethyl

Fas-associated death domain protein
Inhibitor of Apoptosis Protein

iNner centromere protein

multiple anomalous dispersion method
3.[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Poly ADP Ribose Polymerase
Propidium lodid

Retinoblastom

Really Interesting Gene
Raumtemperatur

Tumornekrosefaktor o

Untranslatierte Region



1 Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Tumoren und Apoptose

Nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen steht Krebs in den Industrienationen an zweiter Stelle der
Todesursachen. Mit der Zunahme des durchschnittlichen Lebensalters in der Bevdlkerung
wichst die Bedeutung der Krebserkrankungen, da die Inzidenz von Tumoren in den letzten
Lebensdekaden exponentiell ansteigt (DePinho, 2000).

Krebs ist eine Erkrankung der Gene (Bishop, 1991). Im Umkehrschlu8 bedeutet dies jedoch
nicht, dal aus jeder genetischen Schidigung ein Tumor resultiert. Innerhalb einer Zelle
existieren verschiedene Reparatursysteme, die zu einer Elimination des verdnderten
Genabschnittes flihren konnen. Ist jedoch die Schidigung zu stark, kommt es zur Einleitung
von Apoptose:

Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, wahrt im sich entwickelnden und
erwachsenen Organismus durch Elimination alternder, geschadigter oder anderweitig
potentiell schédlicher Zellen die Gewebshomoostase (Vaux und Korsmeyer, 1999). Der
Vorgang der Apoptose mufl dabei als ein komplexes System miteinander interagierender
Faktoren betrachtet werden, die den programmierten Zelltod sowohl induzieren als auch
hemmen (s. Abb.1). Eine Dysregulation dieses Prozesses mit erhdhter Apoptoseresistenz ist
ein gemeinsames Merkmal maligner Zellen (Reed, 1999) und erweist sich als ein signifikantes
Hindernis fiir die erfolgreiche Chemotherapie humaner Tumoren (Rudin und Thompson,
1997). Heute werden zwei Hauptsignalwege der Apoptose unterschieden:

o Todesrezeptor-vermittelte Apoptose:

Die Bindung von Todesliganden, wie z.B. CD95-Liganden, an den korrespondierenden
Todesrezeptor, induziert eine Rezeptoraggregation mit konsekutiver Formation
todesinduzierender Signalkomplexe. Man unterscheidet bei dieser Art der Signalkaskade zwei
Arten von Zellen, die einen unterschiedlichen Weg der Apoptose benutzen, sog Typ I- und
Typ II-Zellen. In Typ I-Zellen rekrutiert der CD95-Rezeptorkomplex iiber das
Adaptormolekiil FADD (Fas-associated death domain protein) Procaspase-8, die
anschliefend in eine aktive Caspase-8 Form gespalten wird und dariiber andere Caspasen, wie
z. B. Caspase-3, aktiviert. In Typ II-Zellen kommt es nur geringfiigig zu einer
Rezeptorkomplex-Bildung und dadurch wird auch nur wenig Procaspase-8 gespalten. Die
Induktion der Apoptose erfolgt in Typ II-Zellen iiberwiegend iiber die Mitochondrien, was zu
einer zeitlich verzogerten Spaltung der Procaspase-3 durch Caspase-9 fiihrt (Scaffidi et al.,
1998).
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e Mitochondrialer Signalweg der Apoptose:

Als  Antwort auf stressinduzierte Signale, wie etwa durch Zytostatika,
Wachstumsfaktormangel oder DNA-Schidigung, aber auch nach Rezeptoraktivierung wie z.
B. CD95 in Typ II-Zellen (s.0.), kommt es u.a. zu einer Freisetzung von Cytochrom c aus
Mitochondrien. Eine anschlieBende Komplexbildung mit Apaf-1 und Procaspase-9 fiihrt zur
Aktivierung der Caspase-9. Dieser Weg kann durch IAPs, wie z.B. Survivin, XIAP oder anti-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie, gehemmt werden.

AuBerdem kann es zur Freisetzung von Smac/DIABLO aus den Mitochondrien kommen,
welches einen hemmenden Effekt auf die Familie der IAPs (,,Inhibitors of Apoptosis‘-
Proteine) hat.

Diese beiden Wege der Apoptoseinduktion - direkt iiber Todesrezeptoren und indirekt {iber
die Aktivierung eines mitochondrialen Signalweges - diirfen jedoch nicht getrennt betrachtet
werden, da zahlreiche Moglichkeiten einer Wechselwirkung bestehen. Beispielsweise konnen
Zytostatika sowohl iiber eine Hochregulation der Todesrezeptoren als auch iiber andere
Mechanismen innerhalb der Zelle wirken (Fulda et al., 1998). Beide Wege miinden in die
Aktivierung von Effektor-Caspasen, die filir Stabilitit und Funktion der Zelle wichtige

Proteine spalten.

Todesrezeptoren’ Stressinduzierende Signale
innerhalb der Zelle

Zytostatika

/ \ Wachstumshormon-
CD95L

Mangel

=Sy * Apoptosom
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l — |
Casp.-9

Caspase-3 P et

=

—y

=

Apoptose Substrate

Abb. 1 Sighalwege der Apoptose
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1.2  “Inhibitor of Apoptosis” (IAP)-Proteine
Proteine der “Inhibitor of Apoptosis“-Familie sind Molekiile, die auf unterschiedliche Weise
in die Regulation der Apoptose eingreifen. 1993 wurden im Genom von Baculoviren erstmals
[IAP-kodierende Sequenzen entdeckt (Birnbaum et al., 1994; Crook et al., 1993). Es konnte
gezeigt werden, daB3 IAPs an der Unterdriickung des Zelltodes von Baculovirus-infizierten
Wirtszellen beteiligt sind. Inzwischen wurden viele weitere [AP-Vertreter in
unterschiedlichen Spezies gefunden (s. Abb.2). Allen gemeinsam ist das Vorhandensein von
mindestens einer BIR (= Baculovirus IAP repeat) — Doméne. Dabei handelt es sich um
hochkonservierte Regionen von etwa 70 Aminosduren, die fiir die Hemmung der Apoptose
verantwortlich sind. Das kleinste Mitglied dieser Familie ist Survivin. Da sich in der Folge
jedoch herausstellte, daB nicht jedes dieser Familienmitglieder eine anti-apoptotische
Funktion besitzt, wurde 2001 von Silke et al. eine neue Klassifikation dieser Proteine
vorgeschlagen: Danach umfafit die Gruppe der BIRCs (BIR-Containing proteins) einerseits
Apoptose-Inhibitoren mit Bindung an Caspasen (frither als IAPs bezeichnet) und andererseits
Proteine, die fiir die Chromosomentrennung und Zytokinese von Bedeutung sind. Survivin
wurde in dieser Klassifikation der Proteingruppe zugeordnet, die in der Mitoseregulation eine
Rolle spielt (Silke und Vaux, 2001). So wird auch deutlich, da3 Survivin an verschiedenen

Orten in der Zelle wirkt (Altieri et al., 1999).

Baculovirus

Cp-IAP \ (] - BIR (Baculovirus IAP repeats)
|:| Ring Zink Finger Doméne

|:| CARD (Caspase recruitment domain)
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Abb.2 “Inhibitor of apoptosis”- Proteine

In verschiedenen Spezies vorkommende |IAPs mit ihren charakteristischen konservierten Regionen
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1.2.1 Survivin

Survivin wurde von Ambrosini et al. beim Hybridisations-Screening einer humanen P1-
Genombibliothek mit cDNA von EPR-1 entdeckt und ist seither Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen (Ambrosini et al., 1997).

Schon durch seine Struktur (s. Abb. 2 und 3) hebt sich Survivin von den anderen [APs ab:

e Vorhandensein von nur einer BIR - Doméne

e keine CARD (= caspase recruitment domain) — Doméne
e keine RING (= really interesting gene) — Doméne

e Kkleinstes IAP (16,5 kD)

Abb. 3 Survivin-Dimer

Dreidimensionale Darstellung des Survivin-Proteins aus der ncbi-Datenbank. Das Survivin-Protein ist ein “bow tie-
shaped” Dimer. Von N- nach C-terminal besteht ein Survivin-Monomer aus: einer BIR-Domane, die drei a-Helices
und ein dreistrangiges R-Faltblatt bildet (grofitenteils wird die Form der Doméne durch den Zink-Finger mit vier
Zink-Liganden) stabilisiert, einer Linker-Region und einer a-Helix als coiled-coil. Die Dimer-Formation kommt tber
Wasserstoffbriickenbindung und van der Waals-Krafte zwischen dem N-terminalen Ende, der Linker-Region und
dem N-Terminus der vierten a-Helix beider Proteine zustande (Chantalat et al., 2000)

Bedeutung von Survivin fiir die Onkologie

Hier sind vor allem flinf Aspekte von Bedeutung:

e Erhohte Expression in Tumoren

Survivin wird wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert, ist jedoch in den meisten
normalen, nicht proliferienden, adulten Geweben — mit Ausnahme von Thymus und Plazenta
— mittels Northern-Blot-Analysen nicht detektierbar (Ambrosini et al., 1997). Es scheint
jedoch eine Kopplung zwischen Zellproliferation und der Expression von Survivin zu

bestehen, da Survivin auch in einigen stark proliferierenden, nicht-neoplastischen Geweben
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nachweisbar ist (Gianani et al., 2001; Konno et al., 2000). Die Survivin-Expression ist
dagegen in humanen Tumoren auf das 14-Fache erhoht (Velculescu et al., 1999) und konnte
in nahezu allen bislang untersuchten menschlichen Tumoren nachgewiesen werden (Adida et
al., 2000a; Adida et al., 2000b; Chiodino et al., 1999; Choi et al., 2001; Grossman et al.,
1999a; Grossman et al., 1999b; Grossman et al., 2001; Islam et al., 2000; Ito et al., 2000;
Jaattela, 1999; Kamihira et al., 2001; Kato et al., 2001; Kawasaki et al., 2001; Lo et al., 2001;
Miller et al., 2001; Monzo et al., 1999; Moore, 2001; Mori et al., 2001; Moriai et al., 2001;
Sarela et al., 2000; Satoh et al., 2001; Smith et al., 2001; Swana et al., 1999; Tanaka et al.,
2000; Yoshida et al., 2001).

e [nhibition der Apoptose

Survivin bewirkt eine Hemmung der Apoptose und bietet so Survivin-exprimierenden
Tumorzellen einen unmittelbaren Selektionsvorteil: So bindet Survivin an die aktiven Formen
der Caspase-3 und —7 und verhindert zudem eine Umwandlung der entsprechenden
Procaspasen in ihre aktiven Formen (Tamm et al., 1998). Eine Survivin-induzierte Inhibition
der Apoptose wurde aullerdem {iiber eine indirekte Caspase-Hemmung beschrieben: Hier
wurde die an der Zellzyklus-Regulation beteiligte Kinase Cdk4 als Bindungspartner von
Survivin identifiziert. Durch eine kompetitive Interaktion von Survivin mit dem Cdk4-p21-
Komplex wird p21 freigesetzt. P21 bindet an mitochondriale Procaspase-3 und verhindert
deren Aktivierung zu Caspase-3 (Suzuki et al., 2000b) (s. Abb. 4). Eine Interaktion mit
Mikrotubuli wurde von Li et al. nachgewiesen: Zu Beginn der Mitose assoziiert Survivin mit
Mikrotubuli der Mitosespindel. Eine Unterbrechung dieser Survivin-Mikrotubuli-
Interaktionen fiihrt zu einem Verlust der anti-apoptotischen Funktion von Survivin und einem
Anstieg der Caspase-3 Aktivitdt (Li et al., 1998). Auch eine Assoziation mit p34 cdc2 mit
nachfolgender Phosphorylierung von Survivin scheint fiir eine Hemmung der Caspase-9
durch Survivin von Bedeutung zu sein (O'Connor et al., 2000a).

o Zellzyklus-regulierte Expression

Die Survivin-Expression erfolgt vorwiegend in der G2/M-Phase des Zellzyklus, wihrend es in
der G1-Phase zu einer Expressionsreduktion kommt (Li et al., 1998). Promotoranalysen
unterstiitzen diese Feststellung durch das Vorhandensein der Zellzyklus-abhingigen
Sequenzabschnitte CDE (= cell cycle dependent elements) und CHR (= cell cycle homology
region) (Li und Altieri, 1999).

o Zellzyklus-Regulation

Survivin initiiert auBerdem den Eintritt in den Zellzyklus: Nach Translokation in den Zellkern

kommt es zu einer Interaktion von Survivin und Cdk4. Es folgt eine Aktivierung des
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Cdk2/CyclinE-Komplexes, der eine Rb-Phosphorylierung induziert und so den Zellzyklus aus
dem Gl-Arrest in die S-Phase iiberfiihrt (Suzuki et al., 2000a) (s. Abb. 4). Untersuchungen
verschiedener Arbeitsgruppen zeigten, da Survivin auch als ,,chromosomal passenger
protein® agiert, d.h. wihrend der Mitose von den Zentromeren zur Spindelmittelzone
transloziert wird (Adams et al., 2001; Skoufias et al., 2000; Wheatley et al., 2001). In einem
Komplex mit INCENP (=inner centromere protein) und der Aurora-B Kinase ist Survivin
wichtig fiir den Ablauf der Mitose mit Chromosomenkondensation und —trennung, sowie fiir
die abschlieBende Zytokinese (s.u.) (Adams et al., 2001; Wheatley et al., 2001).

e Zytokinese-Regulation

Auch in der Zytokinese spielt Survivin eine wichtige Rolle: Eine Unterbindung der Funktion
von Survivin verursacht Zellteilungsdefekte, die durch multipolare, mitotische Spindeln und

multinukleére, polyploide Zellen gekennzeichnet sind (Li et al., 1999).

CD95-Stimulation / Zellproliferation

.

Survivin

<>
CSurvivin S8
<>

Go

Cdk2- _5 Rb-e — & | -

Aktivierung

Abb. 4 Interaktion von Survivin mit Cdk4

Nach einer Stimulation des CD95-Rezeptors transloziert Survivin in den Zellkern und interagiert dort mit dem
Zellzyklus-Regulator Cdk4. Als Folge der Survivin/Cdk4-Komplex-Bildung wird p21 aus seinem Komplex mit Cdk4
freigesetzt. P21 interagiert mit der Procaspase-3 und kann den CD95-vermittelten Zelltod unterdriicken. Die
Bindung von Survivin an Cdk4 fiihrt zur Cdk2/CyclinE-Aktivierung und Rb-Phosphorylierung, wodurch die Zelle
von der G1- in die S-Phase wechselt.
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Einen zusammenfassenden Uberblick iiber die Wirkungen von Survivin an der Nahtstelle

zwischen Apoptose- und Zellzyklusregulation gibt Abb.5:

FADD,
@ DR4/5 Zellmembran
Casp8 Pro- °
Casp8 % ..

oo
Cytochrom ¢

l Apaf-1
folelel)

Cas Casp9

- Pro-Casp3 \\
mac/DIABLO . Casp?

Casp6 Casp3 survwln .
\ P
Zytoplasma Todessubstrate . v
. Casp9
P
Kern —
." cycIln Bl pad
survwln INCENaroras

fVIVIn

ytokinese
plndel

Abb. 5 Aktionen von Survivin an der Nahtstelle zwischen Apoptose und Zellzyklusregulation

\%cyclm D1 @

Eintritt in den
Zellzyklus

Uber eine Bindung der Liganden TRAIL und CD95L an die Todesrezeptoren CD95 bzw. DR4/5 wird eine
Spaltung der Procaspase-8 zu ihrer aktiven Form induziert. Diese flihrt zum einen zur Aktivierung des
mitochondrialen Apoptoseweges, zum anderen zu einer Aktivierung der downstream-Caspasen-3 und -6. In den
Mitochondrien kommt es so zu einer Freisetzung sowohl von Cytochrom ¢ mit nachfolgender Caspase-9 und -7
Aktivierung als auch von smac/DIABLO, einem Survivin-Inhibitor und Caspase-3-Aktivator. Am Ende der
Apoptose-Kaskade steht die Spaltung Caspase-spezifischer Proteine, die fir die Stabilitat und Funktion der Zelle
von Bedeutung sind. Survivin greift sowohl in Apoptosewege als auch in den Zellzyklus ein: Induktion der
Procaspase-3/p21 Komplexbildung nach Interaktion von Survivin mit Cdk4 (Suzuki et al., 2000b); Hemmung der
aktiven Caspasen-3 und —7 (Tamm et al., 1998) (Shin et al., 2001); Assoziation mit p34 an der Mitosespindel und
Phosphorylierung von Survivin (O'Connor et al., 2000a); Bindung an Cdk4, das lber eine Phosphorylierung des
Rb-Proteins zum Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus flihrt (Suzuki et al., 2000a); Bindung an Mikrotubuli der
Mitosespindel und Beeinflussung der Zytokinese (Li et al., 1998); Survivin als ,chromosomal passenger protein®
mit Bindung an die Aurora-B Kinase und INCENP (Li et al., 1999)
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Die bislang vorliegenden Kenntnisse iiber die molekularen Wirkmechanismen von Survivin
konnten in Zukunft auch fiir die Diagnose, Prognose und Therapie von Tumoren an
Bedeutung gewinnen:

e Diagnose

Die vermehrte Expression von Survivin in Tumoren kdnnte diagnostisch genutzt werden: So
gelang bei Lungen- und Kolorektalkarzinompatienten ein Survivin-Antikorper-Nachweis im
Serum (Rohayem et al., 2000). AuBBerdem zeigten Smith et al. (2001) und Sharp et al. (2002)
die Moglichkeit einer Survivin-Detektion im Urin von Blasenkarzinompatienten.

e Prognose

Die Survivin-Expression erwies sich bei verschiedensten Tumoren als Prognosefaktor, z.B.
bei B-Zell-Lymphomen (Adida et al., 2000b), Magenkarzinomen (Okada et al., 2001),
Neuroblastomen (Islam et al., 2000; Tajiri et al, 2001; Sandler et al., 2002),
Kolorektalkarzinomen (Sarela et al., 2000; Sarela et al., 2001), Mammakarzinomen (Tanaka
et al., 2000), nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (Monzo et al., 1999), Blasenkarzinomen
(Swana et al., 1999), Oesophaguskarzinomen (Kato et al., 2001), Hepatozelluldren
Karzinomen (lkeguchi et al., 2002), Plattenepithelkarzinomen (Lo et al., 2001), Gliomen
(Chakravarti et al., 2002), Weichteilsarkomen (Kappler et al., 2001; Wurl et al., 2002) und bei
verschiedenen Nierentumoren (Takamizawa et al., 2001).

o Therapie

Die Funktionen von Survivin erdffnen moglicherweise auch neue Angriffspunkte in der
Therapie von Tumoren. So konnte durch Unterdriickung der Survivin-Aktion mittels einer
dominant-negativen Mutante (Grossman et al., 2001; Kanwar et al., 2001) oder den Einsatz
von Antisense-Oligonukleotiden (Chen et al., 2000; Kanwar et al., 2001) eine vermehrte
Apoptose und damit Wachstumshemmung von Tumoren erreicht werden. Survivin konnte
auch ein moglicher Angriffspunkt in der Anti-Angiogenese-Therapie werden: Von O'Connor
et al. (2000) wurde wihrend der Angiogenese in Endothelzellen eine Apoptosehemmung
durch eine vermehrte Survivin-Expression beschrieben (O'Connor et al.,, 2000b).
Papapetropoulos et al. (2000) zeigten, dal Angiopoetin-1 iiber eine Phosphorylierung der
Serin-Threonin-Kinase Akt und konsekutive Hochregulation der Survivin-Expression die
Apoptose in GefiaBendothelzellen hemmt (Papapetropoulos et al., 2000). AuBerdem wurde
eine Induktion von Survivin in Gefdlendothelzellen nach VEGF-Stimulation (= vascular
endothelial growth factor) (Tran et al., 1999) und eine Unterdriickung der VEGF-vermittelten
Endothelzell-Protektion nach Survivin-Inaktivierung (Mesri et al., 2001; Tran et al., 2002)
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beschrieben. Dariliber hinaus konnten bei Tumorpatienten Survivin-erkennende, zytotoxische

T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Andersen et al., 2001).

1.2.2 Alternatives Spleif3en von Survivin

Das Spleilen der Transkripte eukaryoter Gene 148t im Sinne einer erhdhten Variabilitéit
unterschiedliche mRNA-Transkripte und damit auch unterschiedliche Proteine entstehen.
Dieses alternative Spleilen spielt auch eine wichtige Rolle beim programmierten Zelltod. So
entstehen aus in der Apoptose involvierten Genen unterschiedliche Proteine mit z.T. sogar
gegensitzlicher Funktion. Uber den Weg des alternativen SpleiBens ist somit zusitzlich eine
Moglichkeit der Regulation des programmierten Zelltodes gegeben (Jiang und Wu, 1999).

1999 wurden mittels RT-PCR zwei alternative Speilvarianten des Survivins in humanen

Nierenzell-Karzinom Zellinien entdeckt (Mahotka et al., 1999):

Survivin-AEx3 (s. Abb. 6 und 7): Durch das fehlende Exon 3 kommt es zu einer Modifikation
der BIR-Domine mit nachfolgender Verschiebung des Leserasters in Exon 4. Als
Konsequenz endet der offene Leserahmen von Survivin-AEx3 in der 3 untranslatierten
Region von Survivin, und es entsteht ein neues COOH-terminales Ende mit einem nukleédren

Lokalisationssignal (=NLS). Die Zinkfinger-Doméne bleibt hier nicht erhalten.

Survivin-2B (s. Abb. 6 und 7): Uber eine Insertion von Exon 2B findet eine Modifikation der

BIR-Domine statt ohne Veridnderung des Leserasters.
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SD SA

— Exon 1 )F—//—E{1 Exon 2

111 bp 110 bp

Fo3
Exon 3 —/— Exon4 F pre-RNA

118 bp 87 bp

Exon 2B
69 bp

—{ Exon 1 Exon 2

RNA Survivin-2B
[ Exon 4 )— m R o
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—_—
mRNA Survivin,
—( Exon 1 [ Exon 2 [ Exon 3 [ Exon 4 )— reguléir gespleilt
STOP
| -
—— Exon1 [ Exon2 [ Exon4 | ORF3UTR |j— mRNA Survivin-AEX3,
alternativ gespleif3t
— —

— Primerpositionen P Spleil-Donorstellen, SD
frame shift Bereich 3 SpleilR-Akzeptorstellen, SA
und neuer codierender ;

Bereich aus 3-UTR - kryptisches Exon

Abb. 6 Nukleinsauren: Alternatives Spleilen der Survivin-pra-mRNA

Durch alternatives SpleiRen der Pra-mRNA von Survivin an bestimmten Splei3-Donor- und Spleil3-
Akzeptorstellen entstehen die reife mMRNA von Survivin-2B, Survivin und Survivin-AEx3. Im Fall von Survivin-2B
kommt es zu einer Insertion eines zusatzlichen Exons zwischen Exon 2 und 3 (Exon 2B), wobei das Leseraster
erhalten bleibt. Bei Survivin-AEx3 fehlt Exon 3, und durch den dadurch bedingten Leserasterverschub wird ein
neuer kodierender Abschnitt aus der 3" untranslatierten Region (UTR) bis zum neuen Stop-Codon angefiigt.

Survivin-2B 165 AS - Unterbrochenes BIR - ‘ coiled coil ﬂ
\ \

Exon 1 Exon 2 | Exon 2B | Exon 3 | Exon4 |

survivin - 12as | [T colled con| |

| Exon 1 | Exon 2 | Exon 3 | Exon 4 |

survivin-AEx3 137as| (OISR )

| Exon 1 | Exon 2 [frame shift Exon 4 | ORF-3UTR |
L N
I

- {
anderes carboxyterminales Ende

Abb. 7 Proteine: Strukturmotive von Survivin und seinen alternativen Spleil3varianten

Das Survivin-Monomer besteht aus einer BIR-Doméane, einer Linker-Region und einer C-terminalen a-Helix als
coiled-coil. Sowohl bei Survivin-AEx3 als auch bei Survivin-2B kommt es durch die Insertion bzw. das Fehlen
eines Exons zu einer Veranderung der BIR-Domane. Aufgrund der Leserasterverschiebung weist Survivin-AEx3
zusatzlich ein anderes carboxyterminales Ende und ein nukleares Lokalisationssignal (=NLS) auf.

Uber den Wirkmechanismus dieser alternativen Spleivarianten von Survivin ist noch wenig
bekannt. Erste Hinweise lieferten Methotrexat-Behandlungen Survivin-transfizierter HepG2-
Zellen, in denen sich ein unterschiedliches anti-apoptotisches Verhalten der Splei3varianten

herausstellte (Mahotka et al., 1999).
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1.3 Caspasen

Caspasen sind Cysteinproteasen, die fiir die Exekution der Apoptose verantwortlich sind. Sie
werden tiiber die Signalkaskade der Apoptose aktiviert und spalten Aspartat-spezifisch
Proteine, die fiir Stabilitdit und Funktion der Zelle von Bedeutung sind. Derzeit sind 14
Caspasen bei Sdugern identifiziert, die sich durch ihre charakteristische Struktur auszeichnen.

Von N- nach C-terminal enthalten Caspasen mehrere Doménen, die in Tab. 1 aufgelistet sind:

STRUKTURDOMANEN DER CASPASEN

Doménen und Untereinheiten Funktion / Charakteristika

Prodoméne variabel in Sequenz und Lénge; enthdlt moglicherweise
Informationen fiir Reifung und subzelluldre Lokalisation

Grofie Untereinheit (p20) Bestandteil des aktiven Enzyms von ~20 kDa
Linker-Region nicht bei allen Caspasen vorhanden; unbekannte Funktion
Kleine Untereinheit (p10) Bestandteil des aktiven Enzyms von ~10 kDa

Tab. 1

Die Aktivierung der Caspasen erfolgt iiber eine Spaltung in ihre grofe und kleine
Untereinheit. Es existieren verschiedene Mechanismen, die zu einer Aktivierung fiihren. Von
Hengartner et al. (2000) werden die folgenden Aktivierungsmechanismen abgegrenzt:

Zum einen spalten sogenannte upstream-Caspasen sogenannte Effektor-Caspasen in ihre
aktiven Einheiten. Ebenso kann die Aktivierung iiber eine sogenannte induzierte Niihe
bewirkt werden: Nach Ligandenbindung an Todesrezeptoren , wie z.B. CD95, kommt es zur
Bildung von Signalkomplexen. Diese rekrutieren mehrere Molekiile Procaspase-8, deren
geringe intrinsische Proteaseaktivitit in diesem Signalkomplex fiir eine gegenseitige Spaltung
und Aktivierung ausreicht. Die Assoziation mit einer regulatorischen Untereinheit wurde bei
der Caspase-9 als Aktivierungsmechanismus beschrieben: So fiihrt die Bildung des
Apoptosomenkomplexes, bestehend aus Apaf-1, Cytochrom c und Procaspase-9, zur
Aktivierung der Caspase (Hengartner, 2000).

Nach der Spaltung lagern sich groBBe und kleine Untereinheiten der Procaspase zu einem
Heterodimer zusammen (s. Abb. 8), bei einigen Caspasen zuséitzlich zwei Heterodimere zu

einem Tetramer.
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Abb. 8 Caspase-Aktivierung

Am Beispiel von Caspase-3 dargestellte Prozessierung der Caspasen von ihrer Proform zu ihrer aktiven Form.
Nach Aspartat-spezifischer Spaltung lagern sich die grof3e (p20) und kleine (p10) Untereinheit zusammen, so daf}
katalytisch aktive Bereiche entstehen.

Man kann Caspasen in up- und downstream-Caspasen unterteilen:

Upstream-Caspasen, wie z.B. Caspase-8, werden iiber Signalkomplexe der Apoptose aktiviert
und bewirken in der Caspase-Kaskade eine Spaltung anderer Caspasen.
Downstream-Caspasen, wie z.B. Caspase-3 und —7, inaktivieren als Effektor-Caspasen
Proteine, die vor Apoptose schiitzen, wie z.B. PARP (DNA-Reparatur, Hemmung der
Endonuklease), Bcl-2 oder Rb, oder zerstoren Zellstrukturen wie Lamin, Fodrin, U1-70kDa,
Actin und Topoisomerase I und II. Auf diese Weise kommt es zur charakteristischen
apoptotischen Zellschrumpfung, Chromatinkondensation, Kernsegmentation und Formation

von apoptotischen Korperchen.
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Rolle von Survivin und seinen alternativen
Spleiflvarianten bei der Zytostatika-induzierten Apoptose. Hierbei wurde mehreren
Fragekomplexen nachgegangen:

e Als ein in Tumoren iiberexprimiertes Apoptose-inhibierendes Protein konnte Survivin und
seinen Spleiflvarianten eine besondere Bedeutung fiir die Zytostatika-Resistenz maligner
Tumoren zukommen. In Uberexpressionsmodellen sollte deshalb zunichst untersucht werden,
ob bestimmte Zytostatika in der Lage sind, den zytoprotektiven Effekt von Survivin
aufzuheben. Vergleichend sollte in Uberexpressionsmodellen der EinfluB der alternativen
Survivin-Spleiflvarianten auf den Zytostatika-induzierten Zelltod tiberpriift werden.

e Da die Caspase-inhibierende Wirkung von Survivin in der Literatur noch kontrovers
diskutiert wird, haben wir untersucht, ob Survivin und seine alternativen Spleilvarianten
direkt mit den Effektor-Caspasen -3 und —7 interagieren konnen.

e Da Survivin wahrscheinlich als Dimer aktiv wird, sind wir der Frage nachgegangen, ob
eine Homo- bzw. eine Heterodimerisation der verschiedenen Survivin-Spleilvarianten
nachweisbar ist.

e Da die molekularen Interaktionspartner von Survivin und seinen Spleiflvarianten auch von
ihrer subzelluldren Lokalisation determiniert sind, haben wir untersucht, ob Zytostatika das
differentielle subzelluldre Verteilungsmuster der verschiedenen Survivin-Varianten

modifizieren.
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2 Material

2.1 Kulturen

2.1.1 Zellinien

ZELLINIEN
Zellinie Charakterisierung Medium
HepG2 humane Hepatoblastom-Zellinie RPMI
COS-7 von der afrikanischen griinen Meerkatze stammende Nieren- DMEM
Zellinie, SV40 transformiert
Jurkat J16 humane T-ALL Zellinie RPMI

Tab. 2

Die Zellinien wurden in Medien unter Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fGtalem
Kalberserum, 60 U/ml Penicillin/Streptomycin und 2mM L-Glutamin bei 37°C und einer
Atmosphire mit 5% CO, (v/v) kultiviert.

2.1.2 Escherichia coli-Stamm

XL1-Blue F': Tnl0 proAB" lac? A(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nal") thi hsdR17 (r
my") supE44 relA1l lac
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2.2  Chemikalien
2.2.1 Flussigkeiten und Feststoffe
CHEMIKALIEN
Chemikalie Bezugsquelle
Acrylamid Biozym, Hess. Oldenburg
Agar Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Agarose Peqlab, Erlangen
Ammoniumpersulfat Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Ethanol Merck, Darmstadt
Borsdure Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
BSA Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Chloroquin Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Colchicin Calbiochem, Schwalbach
DEAE-Dextran Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
DEPC Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
D-Glukose Merck, Darmstadt
DMSO Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
DTT Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
EDTA (Titriplex III) Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid ROTH, Karlsruhe
Etoposid Calbiochem, Schwalbach
Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt
Fugene 6 Transfektionsreagenz Bochringer, Mannheim
Glycerin Merck, Darmstadt
Hefeextrakt Serva, Heidelberg
Isopropanol ROTH, Karlsruhe

Kaliumhexacyanoferrat (I)-Trihydrat
Kaliumhexacyanoferrat (I)-Trihydrat
L-Glutamin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Milchpulver

Mounting-Medium
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Nitrozellulosemembran (Optitran)
PBS

Pepton

Ponceau-Rot

Protein G

Random-Primer

Salzsdure, rauchend

SDS

Topotecan (Hycamtin®)
Tris-HCL

Triton X-100

Trypanblau

Tubulin bovine

Tween 20

Wasser, HPLC-Qualitét
Xylencyanol FF

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein
Merck, Darmstadt

BIO-RAD, Miinchen

Biomol

ROTH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Schleicher & Schuell, Dassel
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Pharmacia Biotech, Freiburg
Stratagene, La Jolla, Kalifornien
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
ROTH, Karlsruhe

Smith Kline Beecham, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Tab. 3
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2.2.2 Medien, Puffer und Lésungen
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MEDIEN, PUFFER, LOSUNGEN

Substrate Herstellung
Ampicillin (D[-]a-Aminobenzylpenicillin) 50 mg/ml in Aqua dest.
2X Puffer 200 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,3

2mM MgCl,
100 mM B-Mercapto-Ethanol
1,33 mg/ml ONPG
Caspase-3 Assay Puffer 100 mM NaCl
50 mM Hepes
10 mM DTT
1 mM EDTA
10 % (v/v)  Glycerol
0,1 % (v/v) CHAPS
pH 7,4
DEPC-H,O 0,1% (v/v)  Diethylpyrocarbonat
ad Aqua dest.
EDTA-Losung 0,05 % (w/v) EDTA
ad PBS
Substrat des 3-Galaktosidase-Tests 1,22 ml 40mM X-Gal (in DMSO)
1 ml 100mM K4Fe(CN)g
1 ml 100 mM K;Fe(CN)g
40ul 1 M MgCl,
Aqua dest. ad 20 ml
Fixierreagenz fiir Zellen 2% (v/Vv) Formaldehyd
0,2% (v/v)  Glutaraldehyd
in Aqua dest.
Kanamycin 10 mg/ml in Aqua dest.
Ladepuffer fiir Agarosegele (6X) 125 mM Tris pH 6,8
2 % (w/v) SDS
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
10 % (v/v)  Glycerol
LB-Agarplatten 10g Pepton
5g Hefeextrakt
10g NaCl
1 ml 5 M NaOH
16 g Agar
100 ug/ml Ampicillin (optional)
Aqua dest. ad 11
Luria-Bertani-Medium (LB, pH 7,5) 10g Pepton
5g Hefeextrakt
10g NaCl
I ml 5 M NaOH
Aqua dest. ad 11
Lysepuffer fiir die I[P 50 mM Tris pH 7,5
15 mM EDTA
100 mM NaCl

0,1 % (v/v)

Triton X-100
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vor Gebrauch hinzufiigen:

1X Protease-Inhibitor-Mix (1:1000)

1 mM DTT

1 mM PMSF (250 mM in 95% EtOH)
MOPS-Puffer (20X) 04 M MOPS

160 mM Natriumacetat

20 mM EDTA (pH 8,0)
Ponceaurot-Farbelosung 0,2% (w/v)  Ponceaurot

in 5% Essigsdure

Protease-Inhibitor-Mix (1000X) 5mg Chymostatin
5 mg Pepstatin A
5 mg Leupeptin
5mg Antipain
DMSO ad 1 ml
Protein-Lysepuffer 0,1M Natriumchlorid
0,01 M Tris-HCL (pH7,6)

0,001 M EDTA (pH 8,0)
1% (v/v)  Nonidet P40

SDS-Gelladepuffer (2X) 125 mM Tris pH 6,8
2 % (w/v) SDS
10 % (v/v)  Glycerol
10 % (v/v)  B-Mercapto-Ethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

SOB-Medium, pH7,0 2% (W/v) Pepton
0,5% (w/v)  Hefeextrakt
0,05% (w/v) NaCl
25 mM KClI

SOC-Medium 2% (w/v) Pepton
0,5% (w/v)  Hefeextrakt
0,05% (w/v) NaCl

25 mM KC1
20 mM Glukose
SSC (20X, pH 7,0) 0,3M Natriumcitrat
3M Natriumchlorid
TBE (5X) S4¢g Tris
275¢g Borséure
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
Aqua dest. ad 11
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,1 mM EDTA, pH 8,0
TFBI (pH 5,8) 100 mM Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid
10 mM Calciumchlorid
30 mM Kaliumacetat

15 % (v/v)  Glycerol

TFBII (pH 6,8) 10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Calciumchlorid
10 mM MOPS

15 % (v/v)  Glycerol
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Trypsin-EDTA-L&sung 10 ml Trypsin (10X)
5ml EDTA (1%)
85 ml PBS
Western-Blot-Blockingpuffer 2 % (w/v) BSA
4 % (w/v) Milchpulver
ad PBS
Western-Blot-Elektrophoresepuffer (1X) 3,5mM SDS
25 mM Tris

192 mM Glycin

Western-Blot-Transferpuffer, pH 8,3 25 mM Tris-ClI
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
in Aqua dest.

Western-Blot-Waschpuffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
0,2% (v/v)  Tween 20

X-Gal-Stammldsung fiir Agarplatten (1000X) 20 mg/ml X-Gal in N,N-Dimethylformamid

Tab. 4

2.3 Nukleinsauren

2.3.1 DNA-Langenstandards

DNA-LANGENSTANDARDS

Name Bezugsquelle  Fragmentléingen [bp]
1kb DNA-Leiter Gibco BRL, 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517, 1018, 1636,
Eggenstein 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180,
11198, 12216;
1 pg/ul
100 bp DNA-Leiter Gibco BRL, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100,
Eggenstein 1200, 1300, 1400, 1500, 2072,;
Ipg/ul
Tab. 5

2.3.2 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden als HPLC-gereinigte Lyophilisate von verschiedenen

Herstellern bezogen.

OLIGONUKLEOTIDE FUR DIE SEQUENZIERUNG

Name Sequenz (5" —3")

EGFP-N CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

T3 ATTAACCCTCACTAAAG

VP16 GACATGTTGGGGGACGGGGATTC
GAL4 GAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGA

Tab. 6
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OLIGONUKLEOTIDE FUR RT-PCR
Gen / GenBank ..
: : * Position

Zugriffsnr. Sequenz (5 3°)

Caspase-3 CATTGGATCCGGTATCCATGGAGAACACTG 218 - 237

(U13737) AAAATCTAGACCAACCAACCATTTCTTTAG 1055-1074

- P20 Untereinheit ~ TGGGGATCCCTGAGATGGGTTTATGTAT 349 - 367
ACATCTAGATTCTGTACCACGGCAGGCCTGAAT 725 - 692

- P10 Untereinheit ~ ATGGGATCCTGGCGTGTCATAAAATACCAG 769 — 789
ATTTCTAGAGTGATAAAAATAGAGTTC 1038 - 1055

Caspase-7 CGCCGGATCCGCCGTGGGAACGATGGCAGATG 32-53

(U37448) CTAGTCTAGACCCCTGATATGGCTATTGACTG 946 — 967

- P20 Untereinheit ~ TGAGGATCCAAAAGCTGGGCAAATGCATC 237 - 257
ATCTCTAGACTCGGTCCCTCGGCAAG 597 - 613

- P10 Untereinheit =~ CAGGGATCCATCCTCGATACAAGATCCCAG 666 — 686
ATATCTAGATTGACTGAAGTAGAGTTCCTT 932 -952

GAPDH ACGGATTTGGTCGTATTGGGCG 59 — 80

(J04038, PCR-

Kontrolle) CTCCTGGAAGATGGTGATGG 251-270

Fett: Restriktionsschnittstellen fiir BamHI bzw. Xbal
Tab. 7

VEKTOREN

Vektor Bezugsquelle
pCMVB Clontech, Heidelberg
pEGFP-N3 Clontech, Heidelberg
pcDNA3 Invitrogen, Groningen
pGEM-T Promega, Mannheim
pACT Promega, Mannheim
pACT-MyoD Promega, Mannheim
pBIND Promega, Mannheim
pBIND-Id Promega, Mannheim
pG5-luc Promega, Mannheim

Tab. 8
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PLASMIDKONSTRUKTE
) Restriktions-
Name Vektor Insert und GenBank Zugriffsnr. .
schnittstellen
pSurvivin-EGFP pEGFP-N3 Survivin cDNA, Kpnl / BamHI
Nt 50 — 470, NM_001168
pSurvivin-AEx3-EGFP pEGFP-N3 Survivin-AEx3 cDNA, Kpnl / BamHI
Nt 50 — 636,- Exon 3, NM_001168
pSurvivin-2B-EGFP pEGFP-N3 Survivin-2B cDNA, Kpnl / BamHI
Nt 50 — 470, + 69bp Exon 2B,
NM 001168
pSurvivin-ACT pACT Survivin cDNA, EcoRV
Nt 50 — 470, NM_001168
pSurvivin-AEx3-ACT pACT Survivin-AEx3 cDNA, EcoRV
Nt 50 — 636,- Exon 3, NM_001168
pSurvivin-2B-ACT pACT Survivin-2B ¢cDNA, EcoRV
Nt 50 - 470, + 69p Exon 2B,
NM_001168
pCaspase-3-BIND pBIND Caspase-3 cDNA, BamHI / XBal
Nt 218 —-1074,U13737
pCaspase-3P20-BIND pBIND Caspase-3 P20 Untereinheit cDNA, BamHI / XBal
Nt 349 — 692, U13737
pCaspase-3P10-BIND pBIND Caspase-3 P10 Untereinheit cDNA, BamHI / XBal
Nt 769 — 1055, U13737
pCaspase-7P20-BIND pBIND Caspase-7 P20 Untereinheit BamHI / Xbal
Nt 237 — 613, U37448
pCaspase-7P10-BIND pBIND Caspase-7 P10 Untereinheit BamHI / XBal

Nt 666 — 952, U37448

Tab. 9
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2.4 Proteine

2.4.1 Protein-Molekulargewichtstandards
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PROTEIN-MOLEKULARGEWICHTSTANDARDS

Name

Bezugsquelle Proteingréfen [kD]

Low-Range

Broad-Range

BIO-RAD, Miinchen

BIO-RAD, Miinchen

6.5,14.4,21.5,31.0,45.0, 66.2,97.4

6.5,14.5,21.5,31, 45, 66, 97.4, 116, 200

Tab. 10
2.4.2 Enzyme
ENZYME
Enzym Bezugsquelle
AMV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim
BamHI Endonuklease New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
CIP Polymerase New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Kpnl Endonuklease New England Biolabs, Schwalbach/Taunus

Large Fragment of DNA Polymerase |

Rnasin Ribonuklease Inhibitor

T4 DNA Ligase

Taq DNA-Polymerase

Promega, Mannheim

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus

Qiagen, Hilden

Ventg DNA Polymerase New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Xbal Endonuklease New England Biolabs, Schwalbach/Taunus
Tab. 11

2.4.3 Antikdrper und aufgereinigte Antiseren

PRIMARE ANTIKORPER
Antigen Klon./ Beschreibung Bezugsquelle
Bezeichnung
humane H-277 polyklonal, Kaninchen, Santa Cruz
Caspase-3 Erkennung der p11 und p20 Untereinheit Biotechnology,
humaner Caspase-3 Heidelberg
humane B94-1 monoklonal, Maus, Pharmingen, San Diego,
Caspase-7 Erkennung der 35kD und 17kD Kalifornien
Untereinheit humaner Caspase-7
GAL4 DBD polyklonal, Kaninchen Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
VP16 14-5 monoklonal, Maus Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg
GFP monoklonal, Maus Clontech, Heidelberg
Survivin SURV-11A affinitdtsgereinigtes Serum, Kaninchen, Alpha Diagnostics
Erkennung von Survivin und Survivin-2B  International, Kdln
Ki-67 Mibl monoklonal, Maus Dianova

Tab. 12
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SEKUNDARE ANTIKORPER
Bezeichnung Ursprungsspezies Bezugsquelle
Anti-Kaninchen Ig, Esel Amersham Life  Technologies,
Peroxidase-gekoppelt Braunschweig
Anti-Maus Ig, Schaf Amersham Life  Technologies,
Peroxidase-gekoppelt Braunschweig
Anti-Maus Ig, Kaninchen Dianova
CIlI-gekoppelt
Anti-Maus Ig, Kaninchen Dianova
TRITC-gekoppelt
Anti-Kaninchen Ig, Kaninchen Dianova

TRITC-gekoppelt

Tab. 13

Molekularbiologische Kits

MOLEKULARBIOLOGISCHE KITS

Name

Bezugsquelle

BCA Protein Assay Kit

Big Dye Primer Cycle Sequencing Kit

Caspase-3 Assay
CAT-Lysepuffer

Luciferase Reporter Gene Assay high sensitivity
Lumi-Light Western Blotting Substrate

MicroSpin Columns S-300
pGEM-T Vector System I

Plasmid Maxi Kit
Plasmid Midi Kit
Plasmid Mini Kit

QIAquick Gel Extraktion Kit

Rneasy Midi Kit

Pierce

Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt
Calbiochem, Bad Soden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Pharmacia Biotech

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Tab. 14
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2.6

Hilfsmittel

2.6.1 Sterile Einwegartikel fur Zellkulturen und Plastikgefale

Plastikartikel wurden von den Firmen Falcon (Becton-Dickinson), Eppendorf und Nunc

bezogen.
2.6.2 Geréte
GERATE
Gerit Hersteller
Axioskop Zeiss, Koln

Controlled Environment Incubator Shaker
DM IRB Inversmikroskop

DU 640 Spektrophotometer
Gelelektrophoresekammer GNA 100
Gelelektrophoresekammer GNA 200
Genetic Analyser 310

L8-M Ultrazentrifuge

Labovert FS

Megafuge 1.0 R

Mighty Small SE 245 Dual Gel Caster
Mighty Small Transfer Elektrophoresis Unit
pH-Meter 340

Spectrocrosslinker XL-1000
B-Szintillationscounter

Sterilbank

T1-Thermocycler

Titertek Multiskan Plus

Transilluminator TFX-20M

Zentrifuge Universal 16 R

New Brunswick Scientific Co. Inc.
Leica

Beckman Instruments, Miinchen
Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg
Applied Biosystems, Weiterstadt
Beckman Instruments, Miinchen
Leitz

Heraeus Sepatech, Hanau

Hoefer, Freiburg

Hoefer, Freiburg

Beckman Instruments, Miinchen
Spectronics Corporation, Lincoln, Nebraska
Beckman Instruments, Miinchen
Clean Air Deutschland

Biometra, Gottingen

Labsystems

Vilber Lourmat

Hettich

Tab. 15

2.6.3 Software und Server
e [asergene DNAstar

e BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

e (CytoVision von Applied Imaging
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3 Methoden

3.1  Zellkultur

3.1.1 Kultivierung
Die Zellinien COS-7 und HepG2 wurden in DMEM bzw. RPMI Medium mit den oben

aufgefiihrten Zusdtzen nach Standardmethoden kultiviert. Zur Passage wurden die adhédrenten
Zellen im Falle der COS-7-Zellen mit EDTA-, bei den HepG2-Zellen mit Trypsin-EDTA-
Losung abgeldst. Auf diese Weise konnten sie in der logarithmischen Phase ihres Wachstums

gehalten werden.

3.1.2 Bestimmmung der Zellzahl

3.1.2.1 Neubauer-Zahlkammer

Durch lichtmikroskopische Auszdhlung wurde nach Farbung mit 0,2 % Trypanblau die
Lebendzellzahl bestimmt. Jeweils zwei Hamocytometer wurden ausgezdhlt und die Zellzahl

unter Berlicksichtigung der Verdiinnung berechnet.

3.1.2.2 MTT-Test
Der MTT-Test dient der Quantifizierung der Zellzahl. MTT wird durch mitochondriale

Dehydrogenasen, die mit metabolischer Aktivitdt assoziiert sind, reduziert. Durch diese
Reaktion ensteht eine blduliche Farbe, welche in Losung photometrisch gemessen werden
kann.

Pro 24-Well wurden zu dem bereits vorhandenen Medium (1 ml) jeweils 500 ul MTT-Ldsung
(5 mg/ml in PBS) zugegeben und fiir vier Stunden bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeit
wurden das Medium mit der MTT-Losung abgeschiittet und die adhdrenten Zellen ca. 3 min
trocknen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen mit je 600 pl DMSO/24-Well lysiert und
ein Teil des Zellysates konnte photometrisch in einem ELISA-Reader (Titertek Multiskan

Plus) bei 570 nm gemessen werden.
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3.1.3 RNA-Extraktion

Gesamt-RNA wurde aus sedimentierten kultivierten Jurkat-Zellen mittels RNeasy Midi Kit
isoliert. Das Zellpellet wurde hierzu in 700 ul RLT-Lysepuffer aufgenommen und gemischt.
Die weitere Behandlung erfolgte nach Herstellerangaben der Firma Qiagen: Dem Lysat wurde
350 ul 70%iges Ethanol hinzugefiigt, und nach anschlieBendem Mischen auf die Siule
gegeben. Bei > 8000 g wurde diese fiir 15 sek zentrifugiert. Danach wurden 700 pl RW1-
Puffer auf die Sdule gegeben und erneut fiir 15 sek bei > 8000 g zentrifugiert, ebenfalls nach
Zugabe von 500 pl RPE Puffer. Nach erneuter Zugabe von 500 pl RPE Puffer und
Zentrifugation bei > 8000 g fiir 2 min, wurde die Sdule auf ein frisches Eppendorf-Gefal3
gesetzt und die RNA mittels 50 ul DEPC-Wasser bei Zentrifugation fiir eine Minute und >
8000 g eluiert.

3.1.4 Lyse und Proteinextraktion

Zur Lyse wurden die HepG2-, COS-7 bzw. Jurkat-Zellen zundchst mit PBS gewaschen und je
nach Menge mit entsprechendem Volumen Lysepuffer 15 min bei RT lysiert. Das Zellysat
wurde anschlieffend bei 4°C und 14000 Umdrehungen in der Universalzentrifuge 16R fiir >
10 min zentrifugiert, so daB Zellreste prizipitierten. Der Protein-Uberstand diente weiteren

Untersuchungen und wurde bei —80°C gelagert.

3.1.5 Hamalaun-Eosin-Farbung

Die Hiamalaun-Eosin (HE) — Farbung wurde zur Identifikation der apoptotischen Zellen nach
Zytostatikabehandlung anhand ihrer charakteristischen morphologischen Merkmale, wie
Chromatinkondensation, Zytoplasmaschrumpfung etc., durchgefiihrt. Dazu wurden die
HepG2-Zellen auf Objekttrigern ausgesit, mit Zytostatika behandelt und fiir die HE-Farbung
fixiert. Hierbei wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 5 min mit —20°C kaltem
Methanol, anschlieBend 30 sek mit —20°C kaltem Aceton behandelt und an der Luft trocknen
gelassen. Nach Alkohol-, Himatoxylin- und Eosinbehandlung konnten die apoptotischen im
Verhiltnis zu den nicht apoptotischen Zellen ausgezahlt werden. Die Differenz zwischen der
Zahl apoptotischer Zellen nach Zytostatikabehandlung und der Zahl von apoptotischen Zellen

in einer unbehandelten Kontrolle ergab dann den Anteil Zytostatika-induzierter Apoptosen.
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3.1.6 Transiente Transfektion von Saugerzellen

3.1.6.1 Lipofektion

Die Transfektion erfolgte mit dem Fugene 6-Transfektionsreagenz der Firma Roche
Diagnostics nach Herstellerangaben. Dabei handelt es sich um ein Reagenz auf Lipidbasis,
das einen Komplex mit der DNA bildet. Dieser Komplex bindet sich an die Zelloberflache

und wird dann von den Zellen internalisiert. Das Transfektionsgemisch bestand aus:

3ul Fugene 6-Transfektionsreagenz
97 ul serumfreien Medium
2ug DNA.

Vor der Transfektion wurde das bei —20°C gelagerte Fugene-Reagenz 15 min bei RT
aufgewdrmt und aufgeschiittelt. 3 pl des Reagenzes wurden zu 97 pl serumfreien Medium
zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Dieses Gemisch wurde dann auf 2 png DNA-Losung
(bis zu 10 pl) getrdufelt, gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Auf den mit 2 ml Medium in
35 mm Schalen kultivierten Zellen konnte es tropfenweise zugegeben und nach Bedarf

belassen werden.

3.1.6.2 DEAE-Dextran - Methode
Die DEAE-Dextran-Transfektion erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Holter (Holter

et al., 1989). Bei diesem Vorgehen wird die positive Ladung des DEAE-Dextrans ausgenutzt,
um die negativ geladene DNA an die Zellmembran zu binden. Nach Zugabe von Chloroquin
kann es so zu einer Aufnahme in das Zellinnere kommen.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS der in 35 mm Schalen kultivierten Zellen wurden diese
mit einer Losung, bestehend aus 2 pg DNA, 15 ul DEAE-Dextran (10 mg/ml) und 300 pl
PBS, tiberschichtet und fiir 10-30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 3 ml Medium mit
80 uM Chloroquin zugegeben und erneut fiir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. AbschlieSend
erfolgte eine kurze DMSO-Behandlung, bei der das Medium vollstindig abgesaugt wurde, die
Zellen fiir 2,5 min mit 1 ml 10% DMSO enthaltendem Medium {iiberschichtet wurden und

schlieBlich ein Ersatz des DMSO-Mediums durch 3 ml normales Kulturmedium stattfand.
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3.1.7 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Der B-Galaktosidase-Test dient dem Nachweis der erfolgreichen Transfektion mit dem lacZ-
Gen.

Jeder Transfektion wurde zu 1/5 der DNA-Menge das Plasmid pCMV- beigemischt, das die
codierende Sequenz der B-Galaktosidase tragt. 3-Galaktosidase spaltet die Substanz X-Gal (5-
Chloro-4-bromo-3-indoyl-B-D-galactopyranosid). Erfolgreich transfizierte Zellen farben sich
aufgrund der erworbenen B-Galaktosidase-Aktivitit bei Umsatz des Farbstoffes X-Gal blau
bzw. bewirken als Proteinextrakt eine Gelfdarbung, die photometrisch gemessen werden kann.
So wird bei den Untersuchungen gewihrleistet, dal keine Unterschiede die Vergleichbarkeit

negativ beeinflussen.

3.1.7.1 B-Galaktosidase-Test bei adharenten Zellen (fest)
Die Transfektionseffizienz wurde in einem Parallelansatz 48 Stunden nach erfolgter

Transfektion bestimmt. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 10 min bei
RT in Fixierlosung inkubiert, erneut zweimal mit PBS gewaschen und iiber Nacht bei RT in
Férbelosung inkubiert. Am nédchsten Tag waren die Zellen, die das Plasmid pCMV-
enthielten (also transfiziert wurden), blau angefarbt und konnten im Verhéltnis zu den nicht-
transfizierten lichtmikroskopisch ausgezdhlt werden. Es wurden pro Ansatz 200 Zellen

ausgezihlt.

3.1.7.2 B-Galaktosidase-Test im Zellysat (flissig)
Um aus Proteinlysaten die Transfektionseffizienz bestimmen zu konnen, wurde der B-

Galaktosidase-fliissig-Test angewandt. Fiir den Test wurden 15 pl Lysat mit 135 pl 1X
Lysepuffer und 150 pl 2X Puffer vermischt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit
trat bei liblicher Transfektion eine Gelbfairbung auf. Um die Reaktion zu stoppen, wurden
abschlieBend 500 pul 1 M Natriumcarbonat hinzugefiigt. Die Extinktion der Proben konnte so

im Photometer bei 420 nm gemessen werden.
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3.2 Nukleinsauren

3.2.1 Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentrationen erfolgte spektrophotometrisch und wurde

nach folgender Formel berechnet:

Crna (ng/ml) = OD2gonm X Verdiinnung x 40
Cpna (pg/ml) = ODsgonm X Verdiinnung x 50
Csspna (ng/ml) = ODagonm X Verdiinnung x 33

Die Reinheit einer Nukleinsdurelosung ergab das Verhéltnis OD;60nm/OD2gonm, Wobei RNA-
Losungen mit einem ODjgopm / ODa2gonm — Wert von 2,0 und eine DNA-L&sung mit einem

OD260nm/ODa2gonm-Wert von 1,8 als reine Losungen gelten.

3.2.2 Elektrophoretische Auftrennung

3.2.2.1 Native Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroBe des darzustellenden DNA-Fragmentes wurden 1 — 2,5 %ige Agarosegele zur
Auftrennung verwendet. Die Agarose wude in 1X TBE-Puffer gelost, aufgekocht und gelierte
nach Abkiihlung auf ca. 40°C in einer entsprechenden Kammer. Die Proben wurden mit
Ladepuffer =~ im  Volumenverhiltnis  6:1  gemischt und  aufgetragen. = Nach
Spannungsauftrennung in der Gelelektrophoresekammer bei 60-100 V mit 1X TBE als
Puffersystem erfolgte die Visualisierung der Banden. Dazu wurden die Gele 10 Minuten in
0,1%iger Ethidiumbromidlosung (in TBE) inkubiert und die Banden mittels UV-Licht auf

dem Transilluminator sichtbar gemacht.

3.2.2.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese
1 g Agarose, 77 ml DEPC-Wasser, 5 ml 20X MOPS-Puffer und 18 ml 100 %iges

Formaldehyd wurden gemischt, gekocht und im Gelschlitten auskiihlen gelassen. Je 5 ul RNA
(0,2ug/ul) wurden 0,9 pul 20X MOPS-Puffer, 3 pl Formaldehyd und 9ul Formamid
zugegeben, gemischt, 15 min bei 55°C denaturiert und ins Eisbad gestellt. Nach Auftrag auf
das Gel wurden die Proben bei 5 V / cm Laufstrecke aufgetrennt. Als Puffersystem diente 1X
MOPS.



3 Methoden 33

3.2.3 Aufreinigung

3.2.3.1 Ethanol-Fallung

Den Nukleinsduren wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und das 3-5 fache
Volumen 100%iges Ethanol hinzugefiigt. Nach anschlieBendem Mischen und 20-miniitiger
Zentrifugation bei 12000 g und 4°C préazipitierten die Nukleinsduren. Das Sediment wurde
zweimal in 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und im gewiinschten Volumen TE-

Puffer oder HPLC-Wasser gelost.

3.2.3.2 Gelextraktion
Zur Isolation eines bestimmten DNA-Fragmentes wurde die DNA nach Gelelektrophorese aus

dem Agarosegel ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers iiber das QIAquick Gel
Extraktion Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Dabei wurde die DNA an eine Silicagel-
Membran gebunden, Verunreinigungen ausgewaschen und die reine DNA mit HPLC-Wasser

eluiert.

3.2.3.3 Saulen-Trennverfahren
Mit Hilfe von Sephacryl S-300 HR-Séulen der Firma Pharmacia Biotech wurden vorwiegend

PCR-Produkte nach Herstellerangaben aufgereinigt und in die benétigten Pufferbedingungen
tiberfiihrt. Eine Aufreinigung mit diesen Sdulen wurde dadurch erzielt, daB3 die gewiinschten
groBBeren Nukleinsduremolekiile wihrend der Zentrifugation die Sdule verlassen, wéhrend

kleinere Oligonukleotide,wie z.B. Primer-Dimere, zuriickbleiben.

3.2.4 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

Um Inserts aus Plasmiden herauszuschneiden oder Plasmide fiir eine weitere Klonierung

vorzubereiten, wurde ein Restriktionsansatz hergestellt, bestehend aus:

5-10 pg DNA,
<1l Restriktionsenzym (3 U/pug DNA),
1 ul 10X Verdau-Puffer (bei Ko-Verdau wurde ein Puffer mit einer

moglichst hohen Aktivitét flir beide Enzyme gewéhlt)

HPLC-Wasser ad 10 pl

Der Ansatz wurde gemischt und fiir eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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3.2.5. Klenow-Auffillreaktion
Um die Konstrukte fiir eine Blunt-Ligation vorzubereiten, wurden die {iberhdngenden
Fragmentenden mittels ,Large Fragment® of DNA Polymerase 1 aufgefiillt. Nach

Herstellerangaben der Firma Gibco BRL wurde dabei folgender Ansatz auf Eis vorbereitet:

3ul 10X REACT 2 Puffer,

1 ul dATP ( 0,5 mM),

1 ul dCTP ( 0,5 mM),

1 ul dGTP ( 0,5 mM),

1 ul dTTP ( 0,5 mM),

0,5-1pg DNA,

1l Large Fragment of DNA Polymerase I (0,5 U/pl)

HPLC-Wasser ad 30 ul
Der Ansatz wurde gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Um die Auffiillreaktion zu

unterbrechen, wurde anschlieBend eine Féllung durchgefiihrt.

3.2.6 Ligation

Fiir eine Ligation von zwei DNA-Fragmenten wurden die Mengen an Vektor und Insert nach

folgender Formel berechnet:

ng Vektor x Grofse des Inserts in kb
Grofie des Vektors in kb

x molares Verhdltnis Inse%ek ror =18 Insert

Dabei war 3/1 das gewiinschte molare Verhidltnis zwischen Insert und Vektor (bei Blunt-

Ligation 5/1). Der Ligationsansatz bestand so aus:

I ul 10X Ligationspuffer,
I ul Vektor (50 ng/pl),

x ul PCR-Produkt,

1l Ligase (3 U/ul)

ad 10 ul HPLC-Wasser.
Das Gemisch wurde mindestens eine Stunde bei RT bzw. tiber Nacht bei 4°C inkubiert (bei

einer Blunt-Ligation bei 16°C iiber Nacht).
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3.2.7 Dephosphorylierung

Zur Verhinderung der Religation aufgeschnittener Plasmide wurden die 5'DNA-Enden nach
Restriktion dephosphoryliert. Dies erfolgte mit Hilfe der alkalischen Phosphatase (CIP), die in
der Lage ist, 5'-Phosphatreste sowohl von DNA, RNA, dNTPs als auch tfNTPs zu entfernen.
Die DNA wurde dabei mit 1X CIP-Puffer und 0,1 U CIP / pmol 5’ -terminale Phosphatenden
(bei Blunt-Enden 1 U/pmol) vermischt. 2 pg eines 5 kb groBen Plasmids entsprachen dabei
1,4 pmol an 5 Enden. Der Ansatz wurde 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde nach
Zugabe von 1/20 des Volumens 0,5 M EDTA der Ansatz fiir 10 min bei 75°C inkubiert.

3.2.8 Genspezifische Reverse Transkription (RT)

Die Reverse Transkription dient der Herstellung von cDNA anhand von RNA als Template
fiir eine nachfolgende PCR. Das Gemisch fiir die RT enthielt:

6 ul 5X Puffer,

1 ul dNTPs (25 mM),

1 ul 3 Primer (10 pmol/ul),

0,5 ul RNAsin (40 U/ul),

2 ug RNA,

0,5 ul AMV-Reverse Transkriptase (10 U/pl)

ad 30 pl mit DEPC-Wasser

Die RT-Ansitze wurden im Thermocycler fiir eine Stunde bei 50 °C inkubiert.

3.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten eingesetzt.

Aufgrund von moglichen auftretenden Mutationen mit der Tag-Polymerase wurde, mit
Hinsicht auf die nachfolgende Klonierung, die Ventg DNA-Polymerase mit 3'— 5’

Korrektur-Exonuklease-Aktivitit verwendet. Der PCR-Ansatz bestand aus:

10 pl 10X ThermoPol Puffer,

8 ul dNTPs (je 2,5 mM),

1 ul 3"-Primer (100 pmol/ul),

I ul 5-Primer (100 pmol/ul),

3ul spezifische cDNA,

0,5 ul Vent DNA-Polymerase (2 U/ul)

ad 100 pl mit Aqua bidest.
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Folgendes PCR-Programm wurde zur Amplifikation verwendet:

PCR-Reaktion

Pra-D,| Denaturierung Annealing Elongation Post-E| Abkihlung
94 °C[ 94 °C
5 min | 30 sec
72°C | 72 °C
50 °C 1 min 7 min
30 sec R
< 35 Zyklen > 4OOC

I.d.R. wurde eine Annealing-Temperatur von 52°C verwendet, die P10 Untereinheit der

Caspase-3 wurde jedoch mit 50°C-Annealing-Temperatur amplifiziert.

3.2.10 Synthese von Adenosin-Nukleotiden an DNA 5°-Enden

Die Tag-Polymerase hat die Eigenschaft an DNA-Fragmente endstindig Adenosin-
Nukleotide anzuheften. Da diese fiir eine Ligation mit dem pGEM-T Vektor bendtigt werden,
wurden die aufgereinigten PCR-Produkte zusétzlich mit der Tag-Polymerase inkubiert. Nach

Prizipitation wurden

81 ul HPLC-Wasser,

4 ul dATPs (2,5 mM),

Sul Taq-Polymerase (1 U/ul),
10 ul 10X Tag-Puffer

zur DNA dazugegeben und 30 min bei 72 °C inkubiert.

3.2.11 Sequenzierung von DNA

Nach Kontrollrestriktion wurden die Konstrukte zur Uberpriifung der fehlerfreien
Amplifikation sequenziert. Die Ermittlung der Nukleotidsequenzen erfolgte mit dem
Sequenzierungssystem ABI PRISM 310 der Firma PE Biosystems mit Hilfe der
Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger und Coulson, 1975). Unter Verwendung
unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide trennt das System die Fragmente
in einem Polymer der Grofe nach auf und erfaflit deren Fluoreszenz mit einem Laser. Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Mix durchgefiihrt.
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Ein Ansatz bestand aus:

1 ug Plasmid-DNA,

1 ul 3"-Primer (10 pmol/pl),
1 ul 5"-Primer (10 pmol/pl),
4 ul Dye-Sequenzierungsmix

HPLC-Wasser ad 20 pl

Folgendes Programm wurde beim Thermocycler fiir die Sequenzierreaktion verwendet:

Zyklische Sequenzierreaktion
96 °C
10 sec 60 °C
4 min
45 °C
5 sec 4°C
< 25 Zyklen > co

Um die Sequenzierreaktion aufzureinigen wurde eine Ethanol-Féllung mit Aufnahme des
Prazipitats in 25 pl Template-Suppression-Reagenz durchgefiihrt. Die Losung wurde
vermischt und nach 2-miniitiger Denaturierung bei 95 °C ins Eisbad gestellt. In
Sequenzierrdhrchen umpipettiert konnte dann die Reaktion im Genetic Analyser 310
analysiert werden. Die erhaltenen Sequenzen wurden dann mit der Datenbank iiber das

BLAST-Programm verglichen und auf Mutationen hin iiberpriift.
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3.3 Proteine

3.3.1 Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Protein Assay Kit nach Angaben des
Herstellers (Pierce) bestimmt: 5 pl des Proteinlysates wurden im dreifach Ansatz auf 96 Well-
Platten mit 20 pl 1X Lysepuffer und 200 pl der Arbeitslosung vermischt und 30 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion der Lésung bei einer Wellenldnge von 570 nm
gegen den Leerwert gemessen und anhand von vom Hersteller mitgelieferten Proteinstandards

geeicht.

3.3.2 Western-Blot

Beim Western-Blot findet ein Membran-Transfer zur gelelektrophoretischen Auftrennung von
Proteinen statt. Diese erfolgte mit Hilfe der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970).

e Probenvorbereitung:

Die Proteinlésungen wurden 1:1 mit dem SDS-Ladepuffer gemischt, 5 min bei 95 °C
denaturiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt.

o Herstellung des Polyacrylamidgels:

Da v.a. < 50 kD groBe Proteinbanden dargestellt werden sollten, wurden zur Auftrennung
vorwiegend 15%ige Gele verwendet. Fiir das Trenngel wurden dementsprechend bei 10 ml
Gesamtvolumen 2,3 ml Aqua dest., 5 ml 30%iges Acrylamidgemisch, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH
8,8) und 100 pl 10%iges SDS gemischt und am Ende zur Polymerisation des Gels 10 pl
10%iges Ammoniumpersulfat und 4 ul TEMED hinzugefiigt, vermischt, in die Gelkammer
gegossen und mit 2-Butanol iiberschichtet. Nachdem das Trenngel in der Gelkammer
polymerisiert war, wurde das 2-Butanol abgegossen und dariiber ein ca. 3 cm breites
Sammelgel geschichtet. Dazu wurden bei 5 ml Gesamtvolumen 3,4 ml Aqua dest., 830 ul
30%iges Acrylamidgemisch, 630 pl 1 M Tris (pH 6,8) und 50 pl 10%iges SDS gemischt und,
ebenfalls erst gegen Ende, 50 ul Ammoniumpersulfat und 5 ul TEMED zur Polymerisation
hinzugefiigt.

o FElektrophorese:

Die Auftrennung der Proben in dem Polyacrylamidgel erfolgte bei einer konstanten
Stromstirke von 20 mA auf einer Laufstrecke von 8 cm bei 4 °C in Laufpuffer.

e Blotting:

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und entfernt. Fiir den Transfer der

Proteinbanden auf eine Membran wurde das Gel auf zwei in Transferpuffer getrinkte
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Whatman-Papiere gelegt und auf ihnen eine ebenfalls in Transferpuffer getrankte
Nitrozellulosemembran und zwei weitere Whatmanpapiere geschichtet. Diese Schichtung
wurde dann in einen Elektrotransferrahmen geklemmt und - mit der Transfermembran zur
Kathode gerichtet - in eine Blotkammer gestellt. Der Transfer erfolgte fiir eine Stunde bei
100V und 4 °C im Transferpuffer. Zur Uberpriifung des Blots wurden die auf der Membran
befindlichen Proteine mit einer Losung von 0,2 % Ponceau-Rot in 5%iger Essigsdure
angefarbt. Die Proteinbanden der mitgefiihrten Molekulargewichtsstandards wurden mit
Kugelschreiber markiert, die Membran anschlieBend mit Aqua dest. gespiilt und dann iiber
Nacht bei 4 °C in Blockingpuffer inkubiert.

o Immundetektion:

Zuerst wurde die Membran fiir eine Stunde mit dem Primérantikdrper bei RT inkubiert. Dazu
wurde je nach Primdrantikdrper eine 1:200 bis 1:1000 Verdiinnung mit Blockingpuffer
verwendet. Nach dreimaligem Waschen der Membran fiir 10 min in Waschpuffer, wurde sie
dann fiir eine weitere Stunde in einer 1:2000 Verdiinnung des peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikorpers in Blockingpuffer bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde sie nach einer
erneuten dreifachen Waschung 5 min in 5 ml Lumi-Light-Lésung bei RT gelegt. Die

Visualisierung der Lumineszenz erfolgte durch Auflegen eines Rontgenfilms.

3.4 Bakterien

3.4.1 Herstellung kompetenter E. coli zur Transformation

Zur Herstellung von Bakterien, die fiir eine Aufnahme von DNA sensitiviert sind, wurden 50
ml LB-Medium mit 500 pl einer XL1-Blue Vortkultur ohne Ampicillinzusatz angeimpft.
Sobald bei Inkubation im Schiittler die ODgo der Bakteriendichte zwischen 0,3 und 0,4 lag,
wurden die Bakterien mittels Zentrifugation bei 4000 g pelletiert und anschliefend in 15 ml
TFBI resuspendiert. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien erneut bei
4000 g zentrifugiert, in 2 ml TFBII aufgenommen und abschlieBend auf vorgekiihlte
Eppendorf-GefaBle in 200 pl — Aliquots verteilt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die

kompetenten Bakterien bei —80 °C gelagert.



3 Methoden 40

3.4.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Transformationen wurden in Anlehnung an das Protokoll von Hanahan durchgefiihrt
(Hanahan et al., 1991). Zu 50 pl einer Suspension kompetenter E. coli wurden 5 pl des
Ligationsansatzes gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 45 sek Hitzeschock im 42 °C
Wasserbad wurden die Zellen fiir 2 min wieder auf Eis gestellt. Zur Expression der fiir die
Antibiotikaresistenz verantwortlichen Enzyme wurden die Bakterien anschlieBend unter
Zusatz von 450 pl SOC-Medium eine Stunde bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Der
Transformationsansatz wurde in Aliquots auf Agarplatten mit dem entsprechenden

Antibiotikum ausgestrichen:

pGEM-T: LB-Agar + 100 pg/ml Ampicillin + 20 pg/ml X-Gal (fiir eine
Blau-Weil3-Selektion, wobei die weilen Kolonien das Plasmid
enthielten)

Two Hybrid Vektoren: LB-Agar + 100 pg/ml Ampicillin

pEGFP: LB-Agar + 200 pg/ml Kanamycin

Die Platten wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert und am nichsten Tag die Kolonien mit

einer sterilen Pipettenspitze gepickt.

3.4.3 Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmid-DNA wurde aus transformierten E. coli XL-1 Blue gewonnen.

o Amplifikation:

Zur Herstellung von Vorkulturen wurden die gepickten Kolonien einer Agarplatte samt
Pipettenspitze in 5 ml LB-Medium mit 1:1000 verdiinnter Ampicillin-Lésung (50 mg/ml)
iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Kulturen von 200 ml Volumen entstanden durch
Animpfung von 200 ml ampicillinversetztem LB-Medium mit 1 ml Vorkultur nach
Inkubation im Schiittler iiber Nacht.

e FExtraktion:

Die Isolierung der DNA aus Vorkulturen mit 5 ml Volumen erfolgte mit dem QIAqick
Plasmid Mini Kit, aus Kulturen von 200 ml Volumen mit dem Maxi Kit der Firma Qiagen

nach Herstellerangaben.

3.4.4 Glycerol-Stammkulturen

Zur Aufbewahrung transformierter E. coli wurden Glycerol-Stocks aus Vorkulturen
angefertigt. Dazu wurde zu 1000 pl Bakterien-Suspension 500 ul 50%iges Glycerol (in Aqua
dest.) hinzugefiigt, gemischt und bei —80 °C gelagert.
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3.5 Versuchsdurchfuhrungen

3.5.1 Zytostatikabehandlung Survivin-transfizierter HepG2-Zellen

Die Zytostatikabehandlung Survivin-transfizierter HepG2-Zellen diente zur Untersuchung des
Einflusses von Survivin und seinen Spleilvarianten auf eine Zytostatika-induzierte Apoptose.
Um zu gewihrleisten, dafl alle Zellen bei der Behandlung in einem physiologisch
vergleichbaren Zustand sind, wurde das Wachstumsverhalten der HepG2-Zellen untersucht
und der Anstieg der Zelldichte ohne Mediumwechsel in einem Diagramm erfaf3t. Fiir die
Bestimmung der Wirkkonzentration der verwendeten Zytostatika wurden Verdiinnungsreihen
erstellt, anhand derer die Konzentration mit ungefdhr 50 %iger Letalitit der HepG2-Zellen
ersichtlich war. Durch den Einsatz einer solchen Konzentration wurde gewihrleistet, daf3 sich
als Konsequenz der Transfektion die Zellzahl sowohl nach oben als auch nach unten
geniligend verdndern kann. Nach Aussaat der Zellen am Vortag wurden sie mindestens in
einem Dreifachansatz mit den pEGFP-Konstrukten Survivin, Survivin-AEx3, Survivin-2B
und dem Leervektor pEGFP-N3 transfiziert. Zusétzlich zur Mock-Kontrolle, die den Einfluf}
der Transfektion auf das Zelliiberleben untersucht, wurden eine Kontrolle mit Zytostatikum,
aber ohne Transfektion und eine Leekontrolle ohne Zytostatikum getestet. 48 Stunden nach
der Transfektion wurden die Zytostatika Colchicin, Topotecan und Etoposid unter
Mediumwechsel zugegeben und fiir 48 Stunden belassen. Nach dieser Zeit wurde die
Lebendzellzahl mittels Zellzahlung in der Neubauer-Zahlkammer oder MTT-Test bestimmt.
Um den MTT-Test auf seine Aussagekraft hinsichtlich der HepG2-Zellen zu iiberpriifen,
wurden seine Ergebnisse im Vorfeld mit der errechneten Zellzahl mittels Neubauer-
Zéhlkammer verglichen. Eine Eignung stellte sich durch das proportionale Verhalten der

Extinktionswerte im MTT-Test zur Zellzahl heraus:
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Abb. 9 Kalibrierung des MTT-Testes fur HepG2-Zellen

Auf 24-Wells wurden HepG2-Zellen in jeweils unterschiedlicher Zelldichte (bestimmt mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer) ausgesat und am nachsten Tag mit MTT ausgetestet. Im Extinktionsbereich zwischen 0,5 und 1,0
auRerte sich eine Verdopplung der Zellzahl auch in einer Verdopplung des Extinktionswertes im MTT-Test.

Zusétzlich wurden verschiedene Einflulfaktoren auf den Versuch betrachtet: Mittels HE-
Farbung wurde der relative Anteil Zytostatika-induzierter Apoptosen anhand der
morphologischen Merkmale, wie Chromatinkondensation, Zytoplasmaschrumpfung, etc.
bestimmt. Die Transfektionseffizienz wurde bei jeder Transfektion in einem Parallelansatz
iber den 3-Galaktosidase-Test untersucht und die Expression der Konstrukte im Western-Blot

nachgewiesen.
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Schematische Darstellung des Versuchablaufs:
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Wachstumskurve der HepG2-Zellen

Verdiinnungsreihen der Zytostatika zur
Bestimmung der Konzentration mit
ausreichender Letalitéit nach 48 h Inkubation

/

/

Aussaat von 10° Zellen / 24-Well (Zellen in
logarithmischer Phase)

l

Transfektion der pEGFP-Konstrukte in HepG2-Zellen mit Fugene 6:

SIBIE
0 E

OO0
OO0
OO0

0)
0)

: Survivin
: Survivin-AEx3
: Survivin-2B

L: Leerkontrolle
K: Kontrolle

M: Mock

M +Zytostatikum

Abb. 10
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ZYTOSTATIKAGABE 48 H NACH TRANSFEKTION
Zytostatikum Wirkmechanismus Konzentration
Colchicin Verhinderung der Polymerisierung von Tubulindimeren 2 pg/ml
Etoposid Topoisomerase II — Inhibitor 50 pg/ml
Topotecan Topoisomerase I — Inhibitor 20 pg/ml
Tab. 16

l

Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer oder MTT-

Test nach 48 h Inkubation

—

Apoptose:
HE-Férbung

\

Transfektionseffizienz:
-Galaktosidase-Test

Expression:
Western-Blot
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3.5.2 CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

Das CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System dient der Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen in vivo (Fields und Song, 1989; Sadowski et al., 1988). Bindet das in pBIND
klonierte Konstrukt an das in pACT (s. Abb. 10), so assoziieren auch eine Transkription-
aktivierende Doméne (VP16) und eine DNA-bindende Domine (GAL4). Diese Assoziation
bewirkt eine Anlagerung des RNA-Polymerase II-Komplexes an die TATA-Box des pGS5luc-
Vektors und steigert so die Transkription der Luciferase (Reporter-System). Das bedeutet:
Eine hohe Luciferase-Aktivitit kommt durch eine Interaktion der beiden Proteine aus pACT
und pBIND zustande, wéhrend keine oder nur geringe Aktivitdt fiir eine Nicht-Interaktion

spricht.

Zunichst wurden die Konstrukte fiir die Verwendung im CheckMate™ Mammalian Two-
Hybrid System kloniert:

Die Plasmide pGSluc, pACT, pACT-MyoD, pBIND und pBIND-Id wurden von der Firma
Promega bezogen und fiir die weitere Verwendung vorbereitet: Zur Amplifikation wurden sie
in E.coli transformiert. Nachdem Mini-Prips der Plasmid-enthaltenden Klone angefertigt
wurden, konnte ein Teil fiir Glycerol-Stammkulturen, ein anderer fiir die Plasmidisolierung
verwendet werden. Die Plasmidextrakte von pBIND wurden mit BamHI und Xbal von pACT
mit EcoRV geschnitten, dephosphoryliert und zur Aufreinigung gelextrahiert.

Fir den Gewinn der Caspasen bzw. ihrer Untereinheiten wurde zundchst RNA aus
Jurkatzellen isoliert. Mit den entsprechenden Primern konnten die Konstrukte iiber RT-PCR
amplifiziert werden. Nach Inkubation mit der Taq-Polymerase wurden sie dann in den pGEM-
T Vektor zwischenligiert. Zur Umklonierung in pBIND folgten Transformation,
Plasmidisolierung, Sequenzierung, Restriktion mit BamHI und Xbal und Ligation in den Two
Hybrid Vektor. Eine abschlieBende Sequenzierung diente vor allem der Uberpriifung der
richtigen Position der Konstrukte im Leseraster des Plasmids und der fehlerfreien
Amplifikation.

Die Survivin-Konstrukte wurden freundlicherweise von Dr. Michael Wenzel in pcDNA3.1
kloniert zur Verfiigung gestellt. Mit BamHI und Kpnl wurden die Konstrukte aus dem Vektor
herausgeschnitten. Nach einer Klenow-Auffiillreaktion konnten sie dann ,,blunt* in den Two
Hybrid Vektor pACT ligiert werden. Eine Umklonierung in den pBIND-Vektor erfolgte durch
Restriktion mit BamHI und Xbal.
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Die fertigen Konstrukte in pBIND (Caspasen) und pACT (Survivine) wurden in COS-7 /
HepG2-Zellen, zusammen mit dem Two Hybrid-Vektor pG5Sluc und pCMV-8, kotransfiziert.
Dies geschah fiir die Two Hybrid-Vektoren im Verhdltnis 1:1:1. 48 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert (Zellen aus einem 24-Well mit 60 pl Lysepuffer) und
der Proteinextrakt fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. Zur Bestimmung der
Luciferaseaktivitit wurden 20 pl der Probe mit 100 pl Luciferasesubstrat vermischt und nach
10 sek im B-Szintillationscounter gemessen.

Zusitzlich wurden die verschiedenen EinfluBfaktoren auf den Test iiberpriift: Fiir einen
moglichen Vergleich der Ansétze untereinander wurde sowohl die Proteinkonzentrationen als
auch der Extinktionswerte aus dem f3-Galaktosidase-Test in die Aktivitidtswerte der Luciferase

miteinberechnet.
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Schematische Darstellung des Versuchablaufs:

46

KONSTRUKTE
pBIND pACT
Surivivin Survivin
Survivin-AEx3 Survivin-AEx3
Survivin-2B Survivin-2B

Caspase-3
Caspase-3P20
Caspase-3P10

Caspase-7P20
Caspase-7P10

Tab. 17

l

Transfektion in COS-7- und HepG2-Zellen

l

Luciferase-Assay 48 Stunden nach erfolgter Transfektion

Abb. 11
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3.5.3 Caspase-3 Aktivitatstest

Der Caspase-3 Aktivitdtstest dient der Quantifizierung der Caspase-3 Aktivitdt in vitro.
Caspase-3 ist in der Lage das Substrat Ac-DEVD-pNA (Teil der PARP-Sequenz) zu spalten,
welches in jedem Ansatz vorhanden ist. Eine Spaltung fiihrt zur Gelbfarbung des Gemisches,
die photometrisch gemessen werden kann. Die Caspase-3 Aktivitit ist somit direkt
proportional zur gemessenen Extinktion.

Im Falle einer Caspase-Hemmung durch Survivin wiirde man eine Reduktion der Caspase-

Aktivitat und damit der Extinktion erwarten.

3.5.3.1 Tubulin-Polymerisation mittels Taxol
Da die Interaktion zwischen Survivin und Tubulin nur mit polymerisiertem Tubulin stattfindet

(Li et al., 1998), fand zur Stabilisation des zum Caspase-3 Aktivititstest zugefiigten Tubulins

eine Vorbehandlung mit Taxol statt. Dazu wurde auf Eis folgender Ansatz hergestellt:

20 ul Tubulin (10 pg/pl)
8 ul X Tubulin-Puffer
4 ul GTP (10 mM)

8ul Aqua dest.

Nach 2 min Inkubation bei 37 °C wurden 4 pl Taxol (1 uM) zugegeben und weitere 10 min
bei 37 °C inkubiert. Es folgten eine Zugabe von 4,4 ul Taxol (10 pM) mit 10 min und 4,8 pl
Taxol (100 uM) mit 15 min Inkubation bei 37 °C.

3.5.3.2 Caspase-3 Aktivitatstest
Bei der Durchfiihrung des Caspase-3 Aktivitétstestes wurden folgende Proben als Dreifach-

Ansétze verwendet:

10 ul Protein (0,1 pg/ul Survivin, Survivin-AEx3, Survivin-2B oder BL21-
Proteinextrakt des E. coli - Stammes)

10 pl Caspase-3 (10 pg/ml in Puffer)

10 pl Caspase-3 — Substratgemisch (2 mM in DMSO)

S5ul Taxol-vorbehandeltes Tubulin (5 pg/pl) (s. 3.5.3.1)

Puffer ad 100 pl
Die Proteine Survivin, Survivin-AEx3, Survivin-2B  und BL21-Extrakt wurden
freundlicherweise von Dipl. Biologin Petra Falkenroth aus einem fiir humane
Codonverwendung optimierten E.coli-Stamm BL21 extrahiert und zur Verfligung gestellt.
Zunichst wurden Puffer, Proteine und Caspase-3 zusammengegeben und 10 min bei 37 °C

inkubiert. Nach Zugabe von Tubulin wurde das Gemisch fiir weitere 10 min bei 37 °C
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inkubiert. Die Reaktion wurde durch abschlieBende Zugabe des Caspase-3 -
Substratgemisches gestartet. Extinktionsverdnderungen wurden alle 20 min iiber das

Photometer gemessen.

3.5.4 Ko-Immunprazipitation

Die Ko-Immunprézipitation dient der Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in vitro
(Phizicky und Fields, 1995). Aus einem Gesamtproteinextrakt kann ein bestimmtes Protein
nach Antikorper- und Protein G — Bindung mittels Prizipitation isoliert werden. Bindet es an
ein zweites Protein, wird dieses iiber die Bindung ebenfalls extrahiert. Im abschlieBenden
Western-Blot besteht der Interaktionsnachweis in einer Detektion des zweiten Proteins nach

Prézipitation mit einem Antikdrper gegen ersteres.

Um Protein G fiir eine Verwendung bei der Immunprézipitation vorzubereiten, wurden 1,5 g
Protein G mit 30 ml 50 mM Tris pH 7,5 vermischt und 1-2 Stunden auf Eis inkubiert. Nach
1-miniitiger Zentrifugation bei 4 °C und 1000 rpm wurde das Prézipitat 4 x mit Lysepuffer
(ohne Protease-Inhibitor-Mix, mit | mM Na-Azid) gewaschen und erneut in 15 ml Lysepuffer

zur weiteren Verwendung aufgenommen.

Die Ko-Immunprézipitation wurde in folgenden Arbeitsschritten durchgefiihrt:
1.

2]
S

Die Survivin- und Caspasevarianten wurden mittels DEAE-Dextran in HepG2-Zellen
kotransfiziert. Auf eine mdgliche Interaktion wurden GFP-fusioniertes Survivin und

seine Spleiflvarianten mit Caspase-3 und Caspase-3P20 in pACT getestet.
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2.
6 o\ e
B
©
48 Stunden nach Transfektion kommt es zur Expression und mdglichen Interaktion der
Konstrukte.
3.

l/ *Antikérper-Zugabe
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Nach Zellyse und Proteinextraktion wurden Antikorper gegen die Survivin- und

Caspasevarianten eingesetzt. Die Interaktionsdomine zwischen Survivin und Caspase-
3 ist nicht bekannt. Da der Antikdrper mdglicherweise die Interaktion behindern
konnte, wiirde man nur Proteine prézipitieren, die keine Interaktionspartner haben.
Durch die doppelte Detektion verringert sich dieses Risiko. Das Gemisch fiir die
Antikdrperdetektion bestand aus:

500 — 1000 pg Protein

1 pg Antikorper

1/50 der Protein-Antikérper-Losung 5 M NaCl

Lysepuffer ad 500 pl.
Nach 90-mintitiger Inkubation auf Eis unter mehrmaligem Mischen, wurde die Losung

10 min bei 4 °C und maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert.
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k |:| ProteinG-Zugabe
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Dem Uberstand wurde zur selektiven Prizipitation der Antigen-Antikdrper-Komplexe

50 pl Protein G (1000 mg/ml) hinzugefiigt und bei 4 °C 30—60 min rotieren gelassen.
Es folgte eine Zentrifugation des Gemisches fiir 30 sek bei 4 °C mit 1000 rpm und
eine dreimalige Waschung des Prézipitates: Mit einer 18-G Hamilton-Spritze wurde
der Uberstand abgesaugt, 1 ml Lysepuffer zugegeben, gemischt und erneut 30 sek bei
4 °C und 1000 rpm zentrifugiert.

Das Prazipitat wurde abschlieBend in 25 pl 2X Sample-Buffer fiir die weitere

Verwendung im abschlieBendem Western-Blot aufgenommen.

3.5.5 Immunfluoreszenz

Der Nachweis der Lokalisation der Survivin-Varianten erfolgte mittels Immunfluoreszenz.
Die auf Deckgldsern ausgesdten Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion fiir 10 min mit
—20 °C kaltem Methanol fixiert. Als Kerngegenfiarbung wurde Propidium-lodid verwendet.
Dazu wurden die Zellen nach Fixation zweimal gewaschen und anschlieBend eine halbe
Stunde mit Propidium-Iodid (1 pg/ml in PBS ) bei 37 °C iiberschichtet. Nach anschlieBendem
zweimaligen Waschen mit PBS wurden sie mit 6 pl Mounting-Medium auf einen
Objekttrager gelegt und am Rand des Deckglases mit Nagellack fixiert. Bis zur Analyse
wurden die Priparate im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

Die Priparate wurden mit dem Axioskop der Firma Zeiss analysiert. Die Griin-Fluoreszenz
kam durch die Eigenfluoreszenz GFP-Survivin-Fusionsproteine zustande und Rot durch die
Propidium-lodid-Gegenfarbung. Auf zwei getrennten Kanélen fiir Rot und Griin wurden die

Analysen durchgefiihrt und anschlieend tiberlagert.
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4 Ergebnisse

4.1 EinfluB der Survivin-Uberexpression auf die Zytostatika-induzierte
Apoptose

Um den EinfluB von Survivin auf einen Zytostatika-induzierten Zelltod im Vergleich zu
seinen Spleilvarianten zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen mit den Survivin-Varianten
transfiziert. Die Transfektionseffizienz, die mittels eines B-Galaktosidasetests (s. Abb. 12)
bestimmt wurde, lag im Durchschnitt bei etwa 40% (dabei ist zu beriicksichtigen, dal diese

Effizienz mit einem Fiinftel der zur Transfektion eingesetzten Gesamt-DNA erreicht wurde).

’
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Abb. 12 3-Galaktosidase-Test (fest)

Das Transfektionsgemisch bestand zu 1/5 der DNA-Menge aus pCMV-R, so daR transfizierte Zellen die Fahigkeit
erhielten, zugefligtes X-Gal zu spalten. Sie farbten sich dadurch blau an, und ihre relative Anzahl ergab die
Transfektionseffizienz. Mafistab: 100 pm
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Die Expression der verschiedenen Survivin-GFP-Fusionsproteine wurde mittels Western-Blot

nachgewiesen (s. Abb. 13)
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Abb. 13 Western-Blot der GFP-Survivin-Fusionsproteine

48 Stunden nach Transfektion wurden die HepG2-Zellen lysiert. Die Western-Blot Analyse wurde mit 1:1000
verdinnten Antikorpern gegen GFP durchgefiihrt. Errechnete ProteingroRen der Fusionsproteine: Survivin: 44,5
kD, Survivin-AEx3:43 kD, Survivin-2B:46 kD.

Die in unseren Transfektionsexperimenten gewonnenen Transfektanten wurden anschlieBend
mit drei verschiedenen Zytostatika mit jeweils unterschiedlichem Wirkmechanismus

behandelt (vgl. Tab. 18).

ZYTOSTATIKUM WIRKMECHANISMUS

Colchicin Alkaloid der Herbstzeitlose; bindet an Tubulindimere und verhindert auf
diese Weise die Polymerisierung zur Ausbildung der Mitosespindel

Topotecan Topoisomerase I — Inhibitor

Etoposid Glykosidderivat des Podophyllotoxins; Etoposid hemmt einerseits die
Enzymaktivitit der Topoisomerase II, andererseits stabilisiert es die
Bindung dieses Enzyms an DNA-Spaltstellen, die nachfolgend nicht
verschlossen werden koénnen. Es bindet zwar auch an Tubulin, scheint
dieses jedoch nicht zu hemmen.

Tab. 18

Um einerseits einen deutlichen Effekt der Zytostatika auf den apoptotischen Zelltod,
andererseits aber auch einen moglichen anti-apoptotischen Einflu8 durch die verschiedenen
Survivin-Konstrukte registrieren zu konnen, waren zunédchst Verdiinnungsreihen der

Zytostatika erstellt und das Zelliiberleben nach 48 Stunden gemessen worden (s. Abb. 14).
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Abb. 14 Zytostatika-Dosisabhangigkeit

HepG2-Zellen wurden in gleicher Zelldichte am Vortag ausgesat und dann mit dem jeweiligen Zytostatikum in
unterschiedlicher Konzentration behandelt. Nach 48 Stunden wurde die Zahl der tberlebenden Zellen bestimmt
und in Relation zur Leerkontrolle gesetzt. Die Pfeile markieren die verwendete Konzentration fiir Colchicin von 2
ug/ml, Topotecan 20 pg/ml und Etoposid von 50 ug/ml (T: ausgewahlte Konzentration).
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Ausgehend von diesen MeBBkurven wurde fiir die Behandlung der Transfektanten fiir jedes
Zytostatikum jeweils eine Konzentration ausgewdhlt (Colchicin: 2 pg/ml, Topotecan 20
pg/ml und Etoposid von 50 pg/ml). Eine lichtmikroskopische Analyse zeigte, dafl die
gewidhlten Konzentrationen nach 48 Stunden mit einer erhohten Anzahl von apoptotischen

Zelltriimmern einhergingen (s. Abb. 15).

Relativer Anteil Zytostatika-induzierter Apoptosen

- ’..‘hl 2% } :
g Qs , AT
o s -me N i

Colchicin Topotecan Etoposid

Abb. 15 HE-Farbung Zytostatika-behandelter HepG2-Zellen

48 Stunden nach Beginn der Zytostatika-Behandlung wurden die Zellen HE-gefarbt und apoptotische Zellen (s.
Pfeile) im Verhaltnis zu den nicht apoptotischen ausgezahit.

e Colchicin, ca. 15 % apoptotische Zellen

e Topotecan, ca. 5 % apoptotische Zellen

e FEtoposid, ca. 5 % apoptotische Zellen

Die Zytostatika-Behandlung der Transfektanten wurde in mindestens drei voneinander
unabhingigen Ansdtzen durchgefiihrt. 48 Stunden nach Zytostatikabehandlung der
Transfektanten zeigte sich, dafl Survivin und Survivin-AEx3 bei keinem -eingesetzten
Zytostatikum einen nennenswerten anti-apoptotischen Effekt zeigten, wihrend eine Survivin-
2B-Uberexpression nach 48 Stunden zu einer Abschwiichung des Effektes aller drei

Zytostatika fiihrte (s. Abb. 16).
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Abb 16 Zytostatika-Behandlung Survivin-transfizierter HepG2-Zellen

Auf 24-Well-Platten wurden die Zellen in jeweils gleicher Dichte ausgesat und am nachsten Tag transfiziert. Nach
48 Stunden wurde das entsprechende Zytostatikum mit Medium verdlnnt auf die Zellen gegeben. 48 Stunden
spater wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer oder MTT-Test bestimmt und in Relation zur
Leerkontrolle ohne Zytostatikum gesetzt. Jede Zytostatikabehandlung erfolgte in mindestens drei voneinander
unabhangigen Versuchen.
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4.2 Caspase-3 und —7: Untersuchung zur Interaktion von Survivin und
seinen Spleil3varianten in vivo

Das CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System ist ein sensitives System zur Detektion
von Protein-Protein-Interaktionen in vivo. Mit Hilfe dieser Methode wurde die in der Literatur
kontrovers diskutierte Interaktion von Survivin mit den Caspasen-3 und —7 getestet. Da der
Wirkmechanismus der alternativen Spleivarianten von Survivin weitgehend unbekannt ist,

wurden diese im Vergleich zu Survivin in die Untersuchungen miteinbezogen.

4.2.1 Interaktion mit Caspase-3 und -7

Von Tamm et al. wurde erstmals beschrieben, daB3 Survivin {iber eine Bindung an die aktiven
Formen der Caspase-3 und —7 eine Inhibition der Apoptose bewirkt (Tamm et al., 1998). Eine
mogliche Bindung zwischen Survivin und den Caspasen wurde von uns in vivo auch im
Vergleich zu den Survivin-SpleiBvarianten mittels CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid
System untersucht.

Zwecks Klonierung wurden die Caspasen und ihre Untereinheiten mittels RT-PCR unter
Verwendung isolierter Jurkat-RNA und Caspase-spezifischer Primer amplifiziert (s. Abb. 17
links am Beispiel der Procaspasen). Nach Gelextraktion fand eine Zwischenligation der
Caspase-Konstrukte in den pGEM-T-Vektor statt. Fiir die weitere Verwendung im Two-
Hybrid-System wurden die Konstrukte schlieBlich aus dem Plasmid herausgeschnitten (s.
Abb. 17 rechts am Beispiel der Caspase-Untereinheiten) und in den Vektor pBIND

umkloniert.
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Caspasen

600 bp

Abb. 17 a) PCR der Procaspasen b) Restriktion der Caspase-Untereinheiten aus pGEM-T

a) Procaspase-3: 833 bp; Procaspase-7: 911 bp; b) Restriktionsenzyme: BamHI| und Xbal; Caspase-3P20: 372
bp, Caspase-3P10: 282 bp, Caspase-7P20: 372 bp, Caspase-7P10: 282 bp

Zur Amplifikation der verschiedenen Survivin-Varianten im Two-Hybrid-Vektor pACT

wurden die Konstrukte zundchst aus dem Vektor pcDNA3 herausgeschnitten (s. Abb. 18) und

abschlieBBend in pACT ligiert.
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600 bp

Abb. 18 Restriktion der Survivin-
Konstrukte aus pcDNA3.1

Survivin  und seine Spleilvarianten
wurden aus pcDNA3 mit BamHI und
Kpnl herausgeschnitten und zusammen
mit  nicht-restrigiertem  Plasmid als
Verdaukontrolle auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Survivin: 428 bp; Survivin-
AEXx3: 411 bp; Survivin-2B: 495 bp
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Die fertigen Konstrukte in pBIND (Caspasen) und pACT (Survivine) wurden abschlieend
mittels Sequenzierung auf Mutationsfreiheit und ihre richtige Orientierung im Leseraster der

Two-Hybrid-Vektoren iiberpriift (s. Abb. 19).

Caspase-3

Abb. 19 Sequenzierung der Procaspase-3

Um die Sequenz der Procaspase-3 in voller Léange erfassen zu kdnnen, wurden verschiedene Primer verwendet.
Die so erhaltenen Sequenzen konnten dann mit DNAstar iberlappt und analysiert werden. Ein Abgleich mit der
Datenbank erfolgte liber das BLAST-Programm.

Zur Anwendung im CheckMate'™ Mammalian Two-Hybrid System wurden die Plasmid-
Konstrukte zusammen mit dem Two Hybrid-Vektor pGSluc und mit pCMV- kotransfiziert.
Die Two-Hybrid-Versuche wurden unabhingig voneinander sowohl mit COS-7 (n=6) als
auch mit HepG2-Zellen (n=3) durchgefiihrt.

Bei der Auswertung des Versuchs wurde in die Berechnung der Luciferaseaktivitit, zum
moglichen Vergleich der Ergebnisse untereinander, die Proteinkonzentration und der Wert fiir
die Transfektionseffizienz aus dem B-Galaktosidase-Test miteinberechnet. Grofle
Schwankungen traten fiir diese Werte jedoch nicht auf und veridnderten so das Endergebnis

nicht.
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Die Negativ- und Positiv-Kontrollen des Versuchs (s. Abb. 20) definierten den erwarteten
Rahmen der Luciferaseaktivitit: Die Mock-Kontrolle (Leervektoren + Luciferasevektor
pGSluc) zeigt eine leichte basale Luciferaseaktivitit im Vergleich zur Leerkontrolle ohne
Transfektion. Die von der Firma Promega mitgelieferte Positiv-Kontrolle (Interaktion
zwischen pACT-MyoD und pBIND-Id) lag um mehr als das 1000-fache hdher als der
registrierte Wert fiir die Mock-Kontrolle. Da in der Literatur eine Interaktion zwischen
Survivin und den Caspasen-3 und —7 beschrieben worden war (Tamm et al., 1998; Shin et al.,
2001), erwarteten wir eine erhohte Luciferaseaktivitit aufgrund einer Interaktion zwischen
Survivin und den Caspasen. In unseren Versuchen lag die Luciferaseaktivitit jedoch fiir die
Interaktion mit Caspase-3 und seinen Untereinheiten und den Caspase-7-Untereinheiten im
Bereich der Negativ-Kontrollen. Ebenso lagen Luciferaseaktivititswerte fiir die

Spleiflvarianten im Bereich der Negativ-Kontrollen.
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Interaktionsuntersuchung zwischen den Survivin-Varianten und Caspase-3 und -7 in
HepG2-Zellen

CheckMate Mammalian Two-Hybrid: Caspase-3
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Interaktionsuntersuchung zwischen den Survivin-Varianten und Caspase-3 und —7 in
COS-7-Zellen

CheckMate Mammalian Two-Hybrid: Caspase-3
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Abb.20 CheckMate Mammalian Two-Hybrid-System mit Caspase-3 und —7

Die verschiedenen Survivin-Konstrukte im Two-Hybrid-Vektor pACT wurden auf eine Interaktion mit den in pBIND
klonierten Caspasen untersucht. Diese Interaktions-Untersuchung wurde sowohl in HepG2- (n=3) als auch in
COS-7-Zellen (n=6) durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten die beiden Negativ-Kontrollen Leerkontrolle (HepG2-
Proteinextrakt) und Mock (Leervektoren pACT und pBIND) und die von der Firma Promega mitgelieferte Positiv-
Kontrolle (pACT-MyoD und pBIND-Id). Eine Interaktion mit Caspase-3 wurde fiir Procaspase-3, grof3e (3P20) und
kleine (3P10) Untereinheit und fiir beide Untereinheiten zusammen untersucht (oben). Die
Interaktionsuntersuchung mit Caspase-7 erfolgte fiir die grofRe (7P20) und kleine (7P10) Untereinheit der
Caspase-7 und ebenfalls fir beide zusammen (unten).
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4.3 Homo- und Heterodimerisierung von Survivin und seinen
Spleil3varianten in vivo

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde aufgrund von Strukturanalysen in vitro Survivin als
Dimer beschrieben (Chantalat et al., 2000; Muchmore et al., 2000; Verdecia et al., 2000). Mit
Hilfe des CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid Systems wurde Survivin in vivo sowohl auf
eine Interaktion mit sich selbst als auch mit seinen Spleiflvarianten Survivin-AEx3 und

Survivin-2B hin untersucht.

CheckMate Mammalian Two-Hybrid: Survivine

Konstrukte in pBIND:

= 60000 y s | 1 Survivin
8 70 [ Survivin-AEXx3
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- 50
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) 40
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C —
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2 20- s
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Leerkontrolle Mock Positiv-Kontrolle Survivin

Konstrukte in pACT

Abb.21  CheckMate Mammalian Two-Hybrid-System mit Survivin und seinen Spleildvarianten

Die verschiedenen Survivin-Konstrukte im Two-Hybrid Vektor pBIND wurden auf eine Interaktion mit Survivin in
pACT untersucht. Auch hier dienten als Kontrollen die beiden Negativ-Kontrollen Leerkontrolle (HepG2-
Proteinextrakt) und Mock (Leervektoren pACT und pBIND) und die von der Firma Promega mitgelieferte Positiv-
Kontrolle (pPACT-MyoD und pBIND-Id).

Auch fiir die Interaktion zwischen Survivin mit sich selbst und seinen Spleiflvarianten wurden
lediglich Luciferaseaktivititswerte auf Hohe der Negativ-Kontrollen (Leer- und Mock-
Kontrolle) registriert, so daB3 sich in diesem Assay keine Hinweise auf eine Homodimer-
Bildung von Survivin oder die Bildung von Survivin-Survivin-AEx3- bzw. Survivin-Survivin-

2B-Heterodimeren ergab.
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4.4  Caspase-3: in vitro-Interaktionspartner von Survivin?

4.4.1 Ko-Immunpréazipitation

Der in vivo Interaktionstest zwischen Survivin und den Caspasen-3 und -7 wurde in vitro mit
Hilfe der Ko-Immunpréazipitation iiberpriift. Dazu wurden Survivin und seine Spleillvarianten
als GFP-Fusionsproteine, Procaspase-3 und die Caspase 3P20 Untereinheit verwendet. Zur
Detektion wurden einerseits Survivin-Antikorper (gegen GFP / Survivin), andererseits auch
Antikorper gegen Caspase-3 eingesetzt. Eine mogliche Behinderung einer Bindung der
Survivine an die Caspase-3 durch den verwendeten Antikérper kann bei unbekannter
Bindungsdoméne nicht ausgeschlossen werden. Deshalb stellt dieser doppelte
Antikorpereinsatz gegen das Interaktionsprodukt eine zusdtzliche Absicherung des
Ergebnisses dar. Auch mit dieser Methode war keine Bindung von Survivin oder seinen

Spleivarianten an Caspase-3 oder seine groBe Untereinheit nachweisbar (Daten nicht

gezeigt).

4.4.2 Caspase-3 Aktivitatstest in vitro

Eine zusétzliche Untersuchungsmdglichkeit der Beeinflussung von Caspase-3-Aktivitéit durch
Survivin oder seine alternativen Spleiflvarianten bietet der in vitro Caspase-3-Aktivitdtstest.
Da Survivin an Mikrotubuli bindet und es bei Spaltung dieser Bindung zu einer erhdhten
Caspase-3 Aktivitdt kommt (Li et al., 1998), wurde der Caspase-3 Aktivitdtstest sowohl mit
als auch ohne Tubulin-Zusatz durchgefiihrt. Nachdem die Zugabe von nicht-polymerisiertem
Tubulin keinen signifikanten Einflul zeigte (unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe),
wurde eine Taxol-Vorbehandlung des Tubulins in unseren Versuchen durchgefiihrt. Mit Hilfe
einer Taxol-induzierten Polymerisation sollte ein Tubulin-bedingter inhibitorischer Effekt des
Survivins erreicht werden. Casputin der Firma Biomol (fiir eine Hemmung diente die BIR-
Doméne 2 und 3 von XIAP) lieferte als Positiv-Kontrolle eine zusétzliche Absicherung der
Methode, indem eine Caspase-Hemmung iiber eine Extinktionsabnahme registriert werden
konnte (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich zu den beiden Negativ-Kontrollen (Leerkontrolle und BL21-Protein) konnte
keine Reduktion der spontanen Caspase-3 Aktivitdt durch Survivin oder seine Splei3varianten
registriert werden. Auch ein Tubulin-Zusatz zeigte keine Reduktion in der enzymatischen

Spaltung (s. Abb. 22).
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Caspase-3-Aktivitatstest mit Survivin und seinen Spleil3varianten
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Abb. 22 Caspase-3 Aktivitatstest

Die Aktivitat der Caspase-3 wurde mindestens alle 20 min nach Zugabe der verschiedenen Proteine (Survivin,
Survivin-AEx3, Survivin-2B und BL21-Proteinextrakt) aufgezeichnet. Die Survivine wurden sowohl mit als auch
ohne Tubulin zugegeben. Als Negativ-Kontrollen dienten der BL21-Proteinextrakt und die Leerkontrolle (ohne
Protein). Die steigende Extinktion zeigt eine spontane Aktivitat der Caspase-3 an.
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4.5  Subzellulare Lokalisation von Survivin nach Zytostatika-Induktion

Nach bisherigen Verdffentlichungen scheint die subzelluldre Lokalisation von Survivin von
besonderer funktioneller Bedeutung zu sein. So wurde von Suzuki et al. bei
Apoptoseinduktion, etwa durch CD95, eine Translokation von Survivin in den Zellkern
beschrieben (Suzuki et al., 2000b). Wir haben deshalb mittels Immunfluoreszenz die
subzelluldire Lokalisation von Survivin und seinen Spleilvarianten nach einer
Zytostatikabehandlung untersucht. Dabei zeigte sich nach Zytostatikabehandlung, im
Vergeich zur Kontrolle ohne Zytostatikum, keine Translokation von Survivin aus dem
Zytoplasma in den Zellkern (s. Abb. 23). Wie bereits von Mahotka et al. (Mahotka et al.,
2002) und auch Rodriguez et al. (Rodriguez et al., 2002) gezeigt wurde, finden sich Survivin
und Survivin-2B vorwiegend im Zytoplasma, wéhrend Survivin-AEx3 im Kern der HepG2-

Zellen lokalisiert ist.
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Abb. 23 Immunfluoreszenz-Bilder der Zytostatika-behandelten Transfektanten

48 Stunden nach Transfektion der verschiedenen Survivin-Varianten wurde fiir 24 Stunden das jeweilige
Zytostatikum zugegeben. Grin: Fluoreszenz der GFP-Survivin-Fusionsproteine; Rot: Kerngegenfarbung mit
Propidium-lodid



5 Diskussion 67

5 Diskussion

5.1 Einfluld der Survivin-Expression auf die Zytostatika-induzierte Apoptose

Zytostatika wirken u.a. iiber eine Induktion der Apoptose: Von Fulda et al. konnte gezeigt
werden, dall die Chemosensitivitit von Zellen solider Tumoren in vitro mit der Aktivierung
des CD95-Systems zusammenhéngt (Fulda et al., 1998). Speziell fiir Leberzellen erhielten
Miiller et al. das Ergebnis einer Zytostatika-induzierten Apoptose liber das CD95 Rezeptor-
Liganden-System (Miiller et al., 1997).

Mit Hilfe Survivin-transfizierter HepG2-Zellen sollte in dieser Arbeit untersucht werden,
welchen Einfluf eine Survivin-Expression auf den Apoptose-induzierenden Effekt einer
Zytostatika-Behandlung hat. Im Vergleich dazu wurden zusétzlich die Spleiflvarianten von
Survivin getestet, deren Wirkmechanismus bislang unbekannt ist. Fiir keines der angewandten
Zytostatika (Colchicin, Topotecan und Etoposid) konnte jedoch - im Gegensatz zur
Methotrexat-induzierten Apoptose, bei der eine Inhibition gezeigt wurde (Mahotka et al.,
1999) - eine Hemmung der Zytostatika-induzierten Apoptose durch Survivin und Survivin-
AEx3 nachgewiesen werden. Lediglich fiir Survivin-2B ergab sich stets ein anti-apoptotischer
Effekt. Die verschiedenen Survivin-Varianten scheinen demnach in Abhingigkeit von der Art
des eingesetzten Zytostatikums ganz unterschiedliche Effekte zu entfalten.

Die Beobachtung der fehlenden anti-apoptotischen Wirkung von Surivin in unserem HepG2-
Tumormodell deckt sich mit einigen anderen Berichten in der Literatur, die hinsichtlich der
anti-apoptotischen Funktion von Survivin bereits einige Einschrankungen gemacht haben.

So korreliert im hepatozelluldren Karzinom eine Survivin-Expression mit dem Proliferations-,
nicht aber signifikant mit dem Apoptoseindex (Ito et al., 2000). Im Vergleich zu anderen IAPs
wirkt Survivin nur schwach anti-apoptotisch (Wright et al., 2000). Hinzu kommt, dall von
Suzuki et al. im Rahmen der anti-apoptotischen Funktion von Survivin eine Survivin-
Translokation in den Zellkern mit nachfolgender Interaktion mit Cdk4 beschrieben wurde
(Suzuki et al.,, 2000b). Deshalb konnte sich die fehlende anti-apoptotische Wirkung von
Survivin in unserem Tumormodell durch eine gestorte Translokation von Survivin in den
Zellkern erkldren, wie dies unsere Immunfluoreszenzuntersuchung gezeigt hat (s. Abb. 23).
Eine andere Erkldrung bietet die Beobachtung von Skoufias et al. (2000) an: hier konnte keine
Assoziation von Survivin an Mikrotubuli nachwiesen werden, sondern sie beschrieben
Survivin als ein Zentromer-assoziiertes Passenger-Protein. Spéter wurde diese Festellung von
zwel weiteren Arbeitsgruppen unterstiitzt, die Survivin als ,,chromosomal passenger protein‘

ohne direkte anti-apoptotische Wirkung einordneten. Vielmehr wurde hier beobachtet, daf3
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sich Survivin in Assoziation mit INCENP und der Aurora-B Kinase wihrend der Mitose von
den Zentromeren zur Spindelmittelzone bewegt (Adams et al., 2001; Wheatley et al., 2001).
Zusétzlich beachtet werden miissen Zytostatika-spezifische Effekte:

e Speziell fiir Colchicin konnten Li et al. (1998) zeigen, da3 eine Spaltung der Mikrotubuli
durch Colchicin zu einer Dispersion von Survivin zwischen Metaphase-Chromosomen fiihrt.
Ist die Assoziation von Survivin an Mikrotubuli der Mitosespindel gestort, erhoht sich die
Aktivitdt der Caspase-3 signifikant (Li et al., 1998) und die Apoptose wird eingeleitet. Ein
anti-apoptotischer Effekt von Survivin auf Colchicin-behandelte Zellen wire deshalb nicht zu
erwarten und wurde in unseren Versuchen auch nicht beobachtet.

e Der fehlende anti-apoptotische Effekt von Survivin auf eine Topotecan-induzierte
Apoptose konnte sich daraus erkldren, dal Survivin den Anteil der Zellen in der S-Phase
steigert. Da die S-Phase-Population den Angriffspunkt fiir Topoisomerase-Hemmer darstellt,
wird die Zielpopulation fiir dieses Zytostatikum durch Survivin sogar vergréBert. Hierfiir
spricht auch die Beobachtung, dafl Survivin-transfizierte Zellen nach Behandlung mit
Camptothecin — ebenfalls ein Topoisomerase-Hemmer — die, im Vergleich mit anderen IAPs,
hochste Apoptosefrequenz aufwiesen (Wright et al., 2000).

e Die Inhibition der Topoisomerase II durch Etoposid hat eine DNA-Schiadigung und
nachfolgende Freisetzung von Cytochrom c, Aktivierung DEVD-spaltender Caspasen und
Apoptose zur Folge (Dubrez et al., 1995; Jiang and Wu, 1999; Liu, 1989; Martins et al.,
1997). Obwohl in einigen Tumormodellen gezeigt wurde, daf3 Survivin die Apoptosefrequenz
und Caspase-Aktivitit in Etoposid-behandelten Zellen hemmen kann (Tamm et al., 1998) und
daB Antisense-Survivin die Etoposid-Sensitivitit steigert (Olie et al., 2000), mufl auch hier
beriicksichtigt werden, da3 Survivin den S-Phasen-Anteil einer Zellpopulation erhéht (Suzuki
et al.,2000) und damit das potentielle Target fiir den Topoisomerase-Hemmer Etoposid. Pro-
und anti-apoptotische Effekte von Survivin kdnnten sich deshalb in unserem Versuch die
Waage gehalten haben. In diesem Zusammenhang konnte auch von Bedeutung sein, dafl von
Suzuki et al. eine Bindung von Survivin an Cdk4 nachgewiesen wurde. Durch eine
kompetitive Interaktion von Survivin mit dem Cdk4-p21-Komplex, wird p21 freigesetzt und
bindet an mitochondriale Procaspase-3, um so die Apoptose zu inhibieren (Suzuki et al.,
2000b). Dieser anti-apoptotische Mechanismus von Survivin konnte von Etoposid umgangen
werden. So weill man, dal dieses Zytostatikum eine Caspase-abhidngige proteolytische
Spaltung von p21 verursacht (Li et al., 1999), so daB3 moglicherweise nicht mehr hinreichend

p21 fiir eine Procaspase-3-Hemmung zur Verfiigung steht.
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5.2 Caspase-Interaktion

., ...survivin inhibits caspase activity...” (Tamm et al., 1998)
contra
“Survivin does not inhibit caspase-3 activity” (Banks et al., 2000)

Der Apoptose-hemmende Effekt von Survivin soll u.a. auf einer Bindung und Inhibition der
aktiven Formen von Caspase-3 und —7 beruhen (Tamm et al., 1998). Inzwischen wird jedoch
die Interaktion mit diesen Caspasen kontrovers diskutiert (Banks et al., 2000), so dafl wir mit
in vitro- und in vivo-Assays der Frage einer moglichen Caspasen-Interaktion weiter

nachgegangen sind.

5.2.1 Caspase-Interaktion in vitro

In vitro wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen eine Interaktion von Survivin mit
Caspase-3 untersucht. Die Beobachtungen waren jedoch unterschiedlich:

Von Shin et al. wurde eine direkte Caspase-3-Inhibition fiir eine PARP und Ac-DEVD-AMC
— Spaltung gezeigt, allerdings nur nach 20-miniitiger Vorinkubation des Ansatzes vor Zugabe
des Caspase-3-Substratgemisches bei 25 °C (Shin et al., 2001). Nach Mischen der Proteine im
zellfreien System konnte iiber Immunoblotting eine Interaktion nachgewiesen werden (Suzuki
et al., 2000b). Eine Survivin-Mutante oder antisense-Behandlung bewirkte eine erhdhte
Spaltungsaktivitit von Caspase-3 fiir Ac-DEVD-AMC (Li et al., 1999).

Auf der anderen Seite konnte im Vergleich zur Positiv-Kontrolle XIAP keine Hemmung fiir
eine DEVD-AMC-Spaltung festgestellt werden (Banks et al., 2000). Verdecia et al. fanden
keine Bedingungen fiir das Substrat Z-DEVD-AFC, bei denen Survivin zu einer mefbaren
Inhibition der Caspase-3 fiihrte, und auch bei ,,in vitro binding assays* mit anschlieBender

Immunprézipitation gab es keinen Anhalt fiir eine Interaktion (Verdecia et al., 2000).

Auch im Caspase-3-Aktivitétstest unserer Untersuchung konnte die Caspase-3-Aktivitit durch
die verschiedenen Survivin-Proteine im Vergleich zur Positiv-Kontrolle XIAP-BIR 2/3 nicht
gehemmt werden. Obwohl die Caspase-hemmende Wirkung von Survivin durch Bindung an
Tubulin gesteigert werden soll (L1 et al., 1998), konnten wir die Caspase-3-Aktivitit weder
durch Zugabe von unveridndertem Tubulin (unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe), noch
durch Taxol-stabilisiertes Tubulin beeinflussen. Hierbei mufl jedoch ausdriicklich erwihnt

werden, dall die von Li et al. als Voraussetzung fiir eine Caspase-3-Hemmung postulierte
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Mikrotubuli-Interaktion ebenfalls umstritten ist und z.B. von einer anderen Arbeitsgruppe

verneint wird (Skoufias et al., 2000).

Obwohl Tamm et al. (1998) die Ko-Immunprizipitation benutzten, um die Interaktion von
Survivin mit aktiver Caspase-3 und —7 zu zeigen, konnten wir dies in unseren Ko-
Immunprézipitations-Experimenten nicht reproduzieren. Dies kdnnte aber mit der geringen
Sensitivitdt dieser Methode zusammenhingen. So konnten auch Suzuki et al. im zellfreien
System mittels Immunoblotting eine Interaktion mit Caspase-3 nachweisen, wéhrend ihnen

dies mit dem Verfahren der Immunprézipitation nicht gelang (Suzuki et al., 2000b).

5.2.2 Caspase-Interaktion in vivo

Das CheckMate Mammalian Two-Hybrid System ist ein sehr sensitives Verfahren zum
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vivo (Fields und Song, 1989). Wir haben
deshalb dieses System benutzt, um Interaktionen von Survivin mit Procaspase-3 und seinen
Untereinheiten nachweisen zu kdnnen. Speziell die Untereinheiten stellen die aktive Form der
Caspasen dar, die von Tamm et al. als Bindungspartner von Survivin identifiziert wurden.
Allerdings fanden wir mit dieser Methode keine Hinweise auf eine derartige Interaktion -
zumindest nicht in unserem HepG2- und COS-7-Modell.

Eine mogliche Erklarung fiir den nicht gelungenen Nachweis einer Interaktion wire, dal3 die
N-terminalen Interaktionsdoménen der Proteine (VP16 und GAL4) einen Storfaktor bei der
Interaktion zwischen Survivin und den Caspasen darstellen. Zusitzlich konnte auch die
Richtung, in der die Interaktion erfolgt, die Assoziation der beiden Einheiten GAL4 und
VP16 verhindern (s. Abb. 24).

e
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CEE0 3“{1’;{‘” ) = keine Luciferaseaktivitit

Abb. 24 Mdoglichkeiten der  Survivin-Caspase-Interaktion und  Assoziation der
Interaktionsdoménen

Eine Interaktion zwischen Survivinen und den Caspasen ware sowohl in die eine als auch in die andere Richtung
denkbar. Die Richtung verandert jedoch die Mdglichkeit einer Assoziation zwischen den Interaktionsdoméanen
VP16 und GAL4, die fiir die Aktivierung des Luciferase-Promotors notwendig ist.
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Obwohl wir in unseren Untersuchungen die Ergebnisse von Tamm et al. nicht reproduzieren
konnten, bestitigte die Arbeitsgruppe von Shin et al. die Beobachtungen von Tamm et al.: So
wurde mittels ,,surface plasmon resonance spectroscopy* eine Bindung zwischen den
Proteinen Survivin und Caspase-3 und —7 in Losung nachgewiesen. Zusétzlich wurde in vitro
fiir Survivin eine Inhibition der PARP (= poly (ADP-ribose) polymerase) — Spaltungsaktivitit
von Caspase-3 und —7 gezeigt (Shin et al., 2001).

Dennoch sollte in diesem Zusammenhang beriicksichtigt werden, dal mdglicherweise keine
direkte Bindung von Survivin an Caspasen stattfindet: So fehlt bei Survivin die Linker-
Region aufwirts der zweiten BIR-Doméne, die von anderen IAP-Proteinen, z.B. XIAP,
bendtigt wird, um an die aktive Caspase-3 zu binden (Banks et al., 2000). Das Survivin-
Protein weist auch keine CARD (= caspase recruitment domain) — Domine auf (Chantalat et
al., 2000), die bei verschiedenen IAP-Proteinen mit der Caspase-Bindung in Verbindung
gebracht wird. Mutationsanalysen von XIAP zeigten, dal3 sich die fiir eine Caspase-3-
Inhibition wichtigsten Abschnitte in einer Schleife N-terminal zur BIR2-Domine von XIAP
finden. Diese N-terminale Verldngerung fehlt bei Survivin, das aus diesem Grund

moglicherweise kein effektiver direkter Caspase-Inhibitor sein kann (Verdecia et al., 2000).

53 Dimerisation von Survivin

Die kristalline Struktur von humanem Survivin wurde mit Hilfe der MAD (= multiple
anomalous dispersion method) untersucht und von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen als
Dimer beschrieben (Chantalat et al., 2000; Verdecia et al., 2000). Die Interaktion der beiden
Survivin-Monomere beruht dabei auf Wasserstoftbriickenbindungen und van der Waals
Kriften zwischen dem N-terminalen Ende, der Linker-Region und dem N-Terminus der
vierten a-Helix der Proteine. Diese Dimer-Formation wurde nicht nur bei humanem Survivin,
sondern auch bei Survivin der Maus beobachtet (Muchmore et al., 2000).

Da das Two-Hybrid System ein sensitives Verfahren fiir Protein-Protein-Interaktionen ist,
wurde es in dieser Arbeit auch zur Detektion einer mdglichen Wechselbeziehung von
Survivin mit sich selbst und mit seinen Spleilvarianten angewandt. Insbesondere in Hinsicht
auf eine mogliche Inhibition der Wirkung von Survivin durch Bindung der Splei3varianten,
stellte eine solche Interaktionsuntersuchung eine wichtige Fragestellung dar. Ein
Interaktionsnachweis gelang uns jedoch weder fiir Survivin mit sich selbst, noch mit seinen

SpleiBvarianten.



5 Diskussion 72

Bei der Beurteilung der Aussagekraft dieses Ergebnisses miissen allerdings mindestens zwei
mogliche Storfaktoren beriicksichtigt werden: Die Strukturdaten zeigen, da3 vorwiegend die
N-terminale Region von Survivin an der Dimer-Bildung beteiligt ist (Chantalat et al., 2000).
Die zur Interaktionsdetektion notwendigen Domédnen VP16 und GAL4 befinden sich
ebenfalls N-terminal der Survivin-Konstrukte, was die Wahrscheinlichkeit fiir eine
Behinderung der Survivin-Interaktion deutlich erhdht. Ebenso besteht die Moglichkeit einer
Selbstassoziation: Binden Survivin-Proteine aus dem gleichen Vektor aneinander, so
assoziieren auch gleiche Interaktionsdoménen (GAL4 mit GAL4 und VP16 mit VP16). Bei
einer solchen Homodimerbildung kann der Promotor der Luciferase nicht aktiviert werden
und man erhélt kein meBbares Signal fiir eine Interaktion. Nur bei Assoziation von Survivin-
Proteinen mit unterschiedlichen Interaktionsdomdnen kommt es zu einer erhdhten

Luciferaseaktivitit (s. Abb. 25).
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Abb. 25 Moglichkeit der Selbstassoziation

Bei der Bindung von zwei Survivin-Molekiilen kann es sowohl zu einer Hetero- als auch zur Homodimerbildung
kommen. Im Fall der Heterodimerbildung assoziieren unterschiedliche Interaktionsdomanen und der
Luciferasepromotor wird aktiviert (links). Es kann jedoch auch zur Bindung von Survivin-Proteinen mit gleichen
Interaktionsdomanen kommen. Hier wird der Promoter des pG5luc-Vektors nicht aktiviert und es findet keine
mefbare Luciferaseexpression statt (oben).
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5.4  Subzellulare Lokalisation von Survivin nach Zytostatika-Behandlung

Da die Lokalisation von Proteinen einen wichtigen Hinweis auf ihre Funktion innerhalb der
Zelle gibt, wurden bereits zahlreiche Untersuchungen zur Lokalisation von Survivin gemacht.
So spielt beim Magen-Karzinom eine Kernlokalisation von Survivin mdéglicherweise eine
wichtige Rolle bei der Tumorprogression, da die Kernlokalisation von Survivin signifikant
mit einer besseren Prognose einhergeht als eine zytoplasmatische Lokalisation von Survivin
(Okada et al., 2001). Spatere Untersuchungen zur Lokalisation von Survivin haben durch
quantitative subzelluldre Fraktionierung gezeigt, da3 Survivin im Verhiltis von 1:6 nukleér:
zytosolisch im Grundzustand vorliegt. Die Art der Lokalisation und Funktion von Survivin
hingt dabei mit der Phosphorylierung von Thr(34) durch die p34(cdc2)-Kinase ab (Fortugno
et al., 2002). Suzuki et al. konnten zeigen, dal Survivin wéhrend der Einleitung der Apoptose
auch in den Zellkern transloziert, um dort mit der Zellzyklus-abhingigen-Kinase Cdk4 zu
interagieren (Suzuki et al., 2000b). Eine vergleichbare Translokation von Survivin fand durch
die Zytostatika-Behandlung mit Colchicin, Topotecan und Etoposid nicht statt, was
moglicherweise darauf hindeuten konnte, dal Survivin die Apoptose, die durch diese drei

Zytostatika induziert wird, nicht inhibieren kann.
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6 Zusammenfassung

Die Entwicklung einer Apoptoseresistenz ist einer der wichtigsten Faktoren fiir Progression und
Therapieresistenz maligner Tumoren. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Apoptose-Inhibitor
Survivin ist ein in Tumoren stark iiberexprimiertes Protein, von dem kiirzlich zwei alternative
Spleivarianten entdeckt wurden (Survivin-2B und Survivin-AEx3).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war, die Bedeutung der verschiedenen Survivin-Varianten fiir eine
Zytostatika-induzierte Apoptose zu liberpriifen und zusitzlich Aufschlufl tiber die Art und subzellulére
Lokalisation moglicher Interaktionspartner zu gewinnen:

e Um den EinfluB3 der verschiedenen Survivin-Varianten auf die Zytostatikaresistenz zu tiberpriifen,
wurden zundchst HepG2-Zellen mit den Survivin-Varianten transfiziert und mit drei unterschiedlichen
Zytostatika (Colchicin, Topotecan und Etoposid) behandelt. Hierbei ergaben sich lediglich fiir
Survivin-2B, nicht jedoch fiir Survivin und Survivin-AEx3 anti-apoptotische Effekte im HepG2-
Tumormodell. Interessanterweise war zuvor im gleichen Modellsystem nach Methotrexat-Exposition
fiir Survivin und Survivin-AEx3 eine anti-apoptotische Wirkung und fiir Survivin-2B keine anti-
apoptotische Wirkung nachgewiesen worden (Mahotka et al., 2002). Die verschiedenen Survivin-
Varianten scheinen demnach in Abhingigkeit von der Art des eingesetzten Zytostatikums ganz
unterschiedliche Effekte zu entfalten.

e Im Zusammenhang mit der Apoptose-Inhibition von Survivin wird in der Literatur eine
kontroverse Diskussion iiber die Interaktion mit Caspase-3 und —7 gefiihrt. Diese mogliche Interaktion
wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen in vitro mittels eines Caspase-3-Aktivitétstestes und einer
Ko-Immunprizipitation, aber auch in vivo mit Hilfe des CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid
Systems iiberpriift. Sowohl unsere in vitro als auch in vivo erhobenen Daten deuteten auf eine fehlende
direkte Interaktion zwischen den verschiedenen Survivin-Varianten und Caspase-3 und —7 in unserem
Modellsystem hin.

e Rontgenstrukturanalysen haben gezeigt, dal Survivin-Protein wahrscheinlich als Dimer wirksam
wird. Um Survivin in vivo auf eine Interaktion mit sich selbst und mit seinen Spleiflvarianten zu testen,
wurde auch hier das CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System angewendet. Eine Assoziation mit
den Spleiflvarianten konnte dabei eine zusétzliche Regulationsmdglichkeit der Apoptose erdffnen. Mit
Hilfe dieser Methode konnte jedoch keine Homo- bzw. Heterodimerbildung der verschiedenen
Survivin-Varianten nachgewiesen werden.

e Die subzellulidre Lokalisation von Survivin kann fiir seine Funktion und moglicherweise auch fiir
die Prognose von Tumoren von Bedeutung sein. In der humanen Hepatoblastom-Zellinie HepG2
konnte bereits nachgewiesen werden, daf} sich Survivin und Survivin-2B vorwiegend im Zytoplasma
und Survivin-AEx3 hauptsichlich im Kern befinden. In dieser Arbeit konnte mittels Immunfluoreszenz

gezeigt werden, daf3 dieses Verteilungsmuster auch nach Zytostatikabehandlung beibehalten wurde.
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SURVIVIN UND SEINE ALTERNATIVEN SPLEISSVARIANTEN: UNTERSUCHUNGEN ZU
IHRER BEDEUTUNG FUR EINE ZYTOSTATIKA-INDUZIERTE APOPTOSE UND IHREN
MOLEKULAREN INTERAKTIONSPARTNERN

Die Entwicklung einer Apoptoseresistenz ist einer der wichtigsten Faktoren fiir Progression und
Therapieresistenz maligner Tumoren. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Apoptose-
Inhibitor Survivin ist ein in Tumoren stark {iberexprimiertes Protein, von dem kiirzlich zwei
alternative Spleillvarianten entdeckt wurden (Survivin-2B und Survivin-AEx3).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war, die Bedeutung der verschiedenen Survivin-Varianten fiir
eine Zytostatika-induzierte Apoptose zu iiberpriifen und zusétzlich Aufschluf3 iiber die Art und
subzelluldre Lokalisation moglicher Interaktionspartner zu gewinnen:

e Um den EinfluB der verschiedenen Survivin-Varianten auf die Zytostatikaresistenz zu
tiberpriifen, wurden zunidchst HepG2-Zellen mit den Survivin-Varianten transfiziert und mit drei
unterschiedlichen Zytostatika (Colchicin, Topotecan und Etoposid) behandelt. Hierbei ergaben
sich lediglich fiir Survivin-2B, nicht jedoch fiir Survivin und Survivin-AEx3 anti-apoptotische
Effekte im HepG2-Tumormodell. Interessanterweise war zuvor im gleichen Modellsystem nach
Methotrexat-Exposition fiir Survivin und Survivin-AEx3 eine anti-apoptotische Wirkung und fiir
Survivin-2B keine anti-apoptotische Wirkung nachgewiesen worden (Mahotka et al., 2002). Die
verschiedenen Survivin-Varianten scheinen demnach in Abhéngigkeit von der Art des
eingesetzten Zytostatikums ganz unterschiedliche Effekte zu entfalten.

e Im Zusammenhang mit der Apoptose-Inhibition von Survivin wird in der Literatur eine
kontroverse Diskussion iiber die Interaktion mit Caspase-3 und —7 gefiihrt. Diese mogliche
Interaktion wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen in vitro mittels eines Caspase-3-
Aktivititstestes und einer Ko-Immunprizipitation, aber auch in vivo mit Hilfe des CheckMate™
Mammalian Two-Hybrid Systems iiberpriift. Sowohl unsere in vitro als auch in vivo erhobenen
Daten deuteten auf eine fehlende direkte Interaktion zwischen den verschiedenen Survivin-
Varianten und Caspase-3 und —7 in unserem Modellsystem hin.

e Rontgenstrukturanalysen haben gezeigt, daBl Survivin-Protein wahrscheinlich als Dimer
wirksam wird. Um Survivin in vivo auf eine Interaktion mit sich selbst und mit seinen
SpleiBvarianten zu testen, wurde auch hier das CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System
angewandt. Eine Assoziation mit den Spleilvarianten konnte dabei eine zusdtzliche
Regulationsmdglichkeit der Apoptose erdffnen. Mit Hilfe dieser Methode konnte jedoch keine
Homo- bzw. Heterodimerbildung der verschiedenen Survivin-Varianten nachgewiesen werden.

e Die subzelluldre Lokalisation von Survivin kann fiir seine Funktion und moglicherweise auch
fiir die Prognose von Tumoren von Bedeutung sein. In der humanen Hepatoblastom-Zellinie
HepG2 konnte bereits nachgewiesen werden, dall sich Survivin und Survivin-2B vorwiegend im
Zytoplasma und Survivin-AEx3 hauptsichlich im Kern befinden. In dieser Arbeit konnte mittels
Immunfluoreszenz gezeigt werden, dafl dieses Verteilungsmuster auch nach Zytostatika-

Behandlung beibehalten wurde.



