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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das humane Nierenzellkarzinom

Das humane Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell carcinoma) ist eine maligne Tumorerkrankung des
Nierenparenchyms. Es bildet beim Erwachsenen mit 85% den Hauptanteil aller bosartigen
Nierengeschwulste und macht insgesamt 3-4% aller bosartigen Tumore aus (SCHAEFER-PROKOP,
1998; WUNDERLICH et al., 1999). Das RCC tritt meist sporadisch zwischen dem 40. und 70.
Lebensjahr auf, kann aber auch familidr gehéduft auftreten, wobei in diesem Fall auch jiingere Patienten
betroffen sein konnen (STORKEL, 1999; DECKER & STORKEL, 1998). Der familidr-bedingten
Tumorform liegt hdufig das von Hippel-Lindau Syndrom (VHL) zu Grunde. Hierbei fiihrt ein
mutagener Effekt oder der Verlust des Tumorsupressorgens VHL zur Tumorenstehung, wenn beide
Allele inaktiviert sind (NEUMANN et al., 1998).

Generell werden histologische Subtypen des RCC unterschieden (THOENES et al., 1986): Klarzellige
RCC zeichnen sich durch eine massive zytoplasmatische Akkumulation von Glykogen,
Phospholipiden und Neutralfetten aus, weisen héufig Allelverluste auf und stellen mit 80% den
haufigsten Typ dar (STORKEL, 1999). Chromophil/papillaire RCC bilden einen Anteil von ca. 10% und
sind durch verschiedene zytogenetische Verdnderungen charakterisiert, wie der Trisomie von
Chromosom 7, 16 und 17, sowie dem Verlust des Y Chromosomen bei Méannern. Sowohl klarzellige,
als auch chromophil/papillire RCC leiten sich vom proximalen Tubulusepithel ab (KOVACS et al.,
1991). Chromophobe RCC umfassen ca. 5% aller RCC und sind durch den Verlust von Chromosom 1,
2, 6, 10, 13 und/oder 17 gekennzeichnet. Sie leiten sich von den Schaltzellen des Sammelrohrs der
Niere ab. Dariiber hinaus gibt es weitere Tumortypen wie das metanephrogene RCC oder das
Sammelgangkarzinom, die allerdings jeweils weniger als 1% aller RCC ausmachen (SPEICHER et al.,
1994; DECKER & STORKEL, 1998). Zur Entstehung des Nierenzellkarzinoms gibt es keine
zuverldssigen Anhaltspunkte, jedoch werden Rauchen, Fettsucht, Langzeit-Dialyse, erworbene
Nierenzysten und Cadmium- sowie Asbestbelastung als Risikofaktoren angesehen (YUAN et al.,
1998a; YUAN et al., 1998b; HEATH et al., 1997).

In den meisten Féllen ist das RCC zum Zeitpunkt der Diagnose bereits metastasiert und hat dann eine
extrem schlechte Prognose. Nierenzellkarzinome metastasieren auf himatogenem und lymphogenem
Wege vorwiegend in die Lunge (55%), die Lymphknoten (34%), die Leber (30-35%), das
Skelettsystem (30-40%), die kontralaterale Niere (11%), das Gehirn (5%) und das Herz (5%)
(SCHAEFER-PROKOP, 1998). Aufgrund einer weitgehenden Resistenz des Nierenzellkarzinoms
gegeniiber Chemo- und Radiotherapiestrategien ist bei lokal auf die Niere begrenzten Tumoren deren
chirurgische Entfernung die einzig relevante Therapieform und ermdglicht eine 98%-ige, 5-Jahres-
Uberlebensrate (MOTZER et al., 1997; STAEHLER & BRKOVIC, 1999).

1.1.1 Die Therapieresistenz des humanen Nierenzellkarzinoms

Im Gegensatz zu lokalen Tumoren, die durch radikale Nephrektomie oder Tumornukleation behandelt
werden konnen, treten bei der Therapie von metastasierenden Nierenzellkarzinomen grof3e Probleme
auf. Die 5-Jahres-Uberlebensrate sinkt hier (abhiingig vom Tumorstadium) auf unter 10% (BICHLER &
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WECHSEL, 1999). Wihrend in anderen Tumorarten p53-Mutationen mit einer erhéhten Chemo- und
Radiotherapieresistenz assoziiert sind, zeigt das Nierenzellkarzinom trotz einer geringen p53-
Mutationshéufigkeit eine ausgeprigte Resistenz gegeniiber diesen Therapien (SOUSSI et al., 2000;
IARC p53 Database; WALLACE-BRODEUR & LOWE, 1999). Die Ursachen fiir diese Resistenz sind
groBtenteils unbekannt aber vermutlich mit der Uberexpression des mdr I-Gens (multidrug resistence
I) verbunden. Das entsprechende Protein p170 trigt als membranstindige Effluxpumpe zur Entgiftung
der Tumorzelle bei, indem es die effektive Konzentration der Zytostatika verringert (FOJO et al.,
1987). Allerdings zeigen enttduschende Ergebnisse aus Therapieansdtzen mit p170-Inhibitoren, dass
weitere Mechanismen zur Chemotherapieresistenz des RCC beitragen miissen (HARTMANN &
BOKEMEYER, 1999). Jiingste Arbeiten weisen in diesem Zusammenhang auf Defekte innerhalb
apoptotischer Signalwege hin, was im Rahmen der vorliegenden Arbeit nédher untersucht werden sollte
(RAMP et al., 2003; RAMP et al., 2000; GERHARZ, 1999; YAN et al., 2004).

1.2 Tumorentstehung durch Apoptose-Defekte

Wihrend der Entwicklung und Differenzierung von mehrzelligen tierischen Organismen spielt die
Apoptose, welche entwicklungsbiologisch auch als ,,programmierter Zelltod bezeichnet wird, eine
fundamentale Rolle. Durch diesen Prozess werden Zellen, die ihre Funktion verloren haben oder fehl
entwickelt sind und eine potentielle Gefahr fiir den Gesamtorganismus darstellen, eliminiert
(JACOBSON et al., 1997). Neben der Zellproliferation stellt die Apoptose somit einen weiteren
Mechanismus zur Kontrolle der Zellzahl dar, wobei die Balance zwischen beiden Prozessen
entscheidend fiir einen regelhaften Entwicklungsverlauf des Gesamtorganismus ist (WAGENER, 1999).
Mutationen und genetische Anomalien, die mit einer Inaktivierung von pro-apoptotischen Genen wie
z.B. p53 verbunden sind oder die vermehrte Expression von anti-apoptotischen Faktoren wie bspw.
Bcl-2, XIAP oder Survivin zur Folge haben, filhren zu einer Stérung dieses physiologischen
Gleichgewichtes, indem die Apoptose inhibiert wird (VOGELSTEIN et al., 2000; TSUJIMUTO et al.,
1985; TAMM et al., 2000; YAN et al., 2004). Unkontrolliertes Zellwachstum kann die Folge sein,
wodurch die Entstehung von Tumoren gefordert wird (THOMPSON, 1995; CARSON & RIBEIRO, 1993).
Dariiber hinaus kann die Fehlregulation der Apoptose in bereits manifestierten Tumoren zu einer
Resistenz gegeniiber der Behandlung mit Chemotherapeutika fithren, da gezeigt werden konnte, dass
Zytostatika durch die Induktion apoptotischer Prozesse eine Reduktion des Tumors bewirken (BARRY
et al., 1990; HICKMAN, 1992). Neben Tumorerkrankungen kann eine Dysregulation der Apoptose mit
der Ausbildung von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson
assoziiert sein und ist ebenfalls an der Pathogenese von AIDS und ischdmischen Erkrankungen wie
Herzinfarkt oder Schlaganfall beteiligt. Im Gegensatz zu Tumoren sind diese Erkrankungen allerdings
durch eine erhohte Apoptosefrequenz gekennzeichnet (THOMPSON, 1995; CARSON & RIBEIRO, 1993).

1.3  Verlauf der Apoptose

Apoptose ist die hdufigste Form des eukaryotischen Zelltodes und wurde erstmals 1972 von Kerr,
Wyllie und Currie definiert (KERR et al., 1972). Der Begriff entstammt aus dem Griechischen und

bedeutet ,,von Bédumen herhab fallendes Laub®. Apoptose ist ein aktiv regulierter physiologischer
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Prozess, dessen biochemischer Apparat in jeder Zelle vorliegt und der innerhalb der Evolution hoch
konserviert ist (REED 1999; ARAVIND et al., 1999). Der programmierte Zelltod unterscheidet sich
grundlegend von der nekrotischen Form des Zelltodes, der bspw. als Folge von traumatischen
Gewebsverletzungen oder der Exposition mit unphysiologischen Noxen auftritt. In der Apoptose
befindliche Zellen runden sich ab, schrumpfen und 16sen sich aus dem Zellverband heraus, wobei die
Plasmamembran intakt bleibt und Blasen bildet, was als ,,blebbing* bezeichnet wird. Dariiber hinaus
ist ein Verlust der Membranasymmetrie zu beobachten, was dazu fiihrt, dass Phosphatidylserin an der
Zelloberflache externalisiert wird (VERMES et al., 1995). Mit Fortschreiten der Apoptose erfolgt die
Kondensation des Chromatins und die komplette Fragmentierung des Zellkerns, wobei die DNA durch
Endonukleasen in einer charakteristischen Weise degradiert wird.

Normale Zelle

- Zelle schrumpft

- Organellen unbeschédigt
- Zelle geschwollen - Ausbildung von "blebs”
- Organellen geschadigt - Kondensation des Chromatins

- Chromatin verédndert

- Entstehung von “apoptotic bodies”
- Fragmentierung des Chromatins
- Organellen intakt

- Zelle lysiert

- Organellen zerstort
- Chromatin zerstort - Phagozytose der “apoptotic bodies’
- Freisetzung und intrazelluldre Degradation
des Zellinhalts

Nekrose Apoptose

Abb. 1.1: schematische Darstellung der morphologischen Verdnderungen wéhrend der Nekrose und Apoptose
(verandert nach WILLIAMS et al., 1992)

SchlieBlich zerfillt die Zelle in kleine membranumschlossene Koérperchen, die als ,,apoptotic bodies*
bezeichnet werden. Die Nekrose ist im Gegensatz dazu durch ein Anschwellen der Zelle
charakterisiert, was nachfolgend zur Zerstdrung der Zellmembran fiihrt. Anders als bei der Apoptose
tritt hierbei der Zellinhalt ins umliegende Gewebe aus, wodurch die Nekrose mit einer
Entziindungsreaktion verbunden ist (WAGENER, 1999). In Abbildung 1.1 ist der Verlauf der Apoptose
im Vergleich zur Nekrose schematisch dargestellt. Genetische und biochemische Untersuchungen am
Nematoden Caenorhabditis elegans haben entscheidend fiir das heutige Verstindnis der Apoptose
beigetragen, da analoge und homologe Gene spéter auch in Sdugerzellen identifiziert werden konnten
(HENGARTNER & HORVITZ, 1994; ZoU et al., 1997). Der Apoptoseverlauf ldsst sich grundsitzlich in
drei Phasen unterteilen: In der Induktionsphase erhilt die zu tétende Zelle die Apoptose-auslosenden
Signale, wie z.B. die Bindung eines zytotoxische Liganden (vgl. 1.5.2), die Schadigung der DNA (vgl.
1.5.3.2), der Entzug von Wachstumsfaktoren sowie der Verlust von Zell-Zell Kontakten bzw. Kontakt
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zur extrazelluldren Matrix (FRISCH & FRANCIS, 1994). In der zweiten, der Effektorphase der Apoptose
werden die induzierten Stoffwechselprozesse durchlaufen und fiihren durch die Aktivierung von
Proteasen und Nukleasen zum Zelluntergang. In dieser Phase weist die Zelle die typischen
morphologischen Merkmale der Apoptose auf. In der Degradationsphase werden die Zellreste von
Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert und schlieBlich vollstindig degradiert. Ob eine
Zelle in den Prozess der Apoptose eintritt und ihn vollstindig durchlduft, hdngt von der Balance
zwischen einer Vielzahl an pro- und anti-apopototischen Faktoren ab und ist nach dem Erreichen eines
so genannten ,,Punkt ohne Wiederkehr nicht mehr aufzuhalten, sodass die Zelle nach dessen

Uberschreiten unwiderruflich zugrunde geht.

1.4 Caspasen - Effektormolekiile der Apoptose

Eine zentrale Rolle innerhalb der Apoptose-Regulation nehmen die Caspasen ein, eine Familie von
intrazelluldren Proteasen, die auch als Effektormolekiile der Apoptose bezeichnet werden. Der Begriff
»Caspasen“ reflektiert die Wirkungsweise dieser Enzyme, die der libergeordneten Familie der Cystein-
Proteasen angehoren und ihre Substrate spezifisch C-terminal hinter Aspartatresten spalten. (Cystein-
Aspartat Proteasen). Obwohl mit der Protease ICE (Interleukin-13-converting enzyme, Caspase-1) die
erste Caspase in humanen Zellen identifiziert worden ist, konnte eine direkte Beteiligung der Caspasen
an der Apoptose erstmalig durch Untersuchungen an C. elegans aufgeklirt werden (YUAN et al.,
1993). Bis heute wurden Spezies-iibergreifend insgesamt 14 Caspasen identifiziert (davon 11 humane
Caspasen), wobei 7 entscheidend an der Regulation der Apoptose beteiligt sind (EARNSHAW et al.,
1999). Alle Caspasen werden als inaktive Zymogene (Pro-Caspasen) in Form einer N-terminalen Pro-

Domine mit einer grofen (ca. 20 kDa) und einer kleinen (ca. 10 kDa) Untereinheit synthetisiert.

~p20 ~p10 .
T r 1 Inaktives Zymogen Caspase oder
234', 175 Jr 277 _ Pro-Caspase lGrzB
| | = —
=1 et = Prodomane p20 p10
[ ] Effektor-
23 179 203 Caspasen
‘ * . Autoproteclyse des
11 1 | Intermediats
ey 374}, a9 B 0 [ ]
caspase-s | [[IIDEDIEDED M| | \_/
219 415 il 521
[caspase-10] [[EDECIEDEDT | | | Initiator- e ‘/1
;15‘L 416 Caspasen
CARD | Aktives Enzym
125 * 316‘L 435 {|::-20a'p1|0}9
Casp & | CARD ] I Tetramer

Abb. 1.2: Die Familie der Apoptose-relevanten Caspasen. A: Schematische Darstellung der Initiator- und Effektor-
Caspasen gemaR ihrer aus der Homologie abgeleiteten Verwandtschaft. Die Pro-Doméanen innerhalb der Initiator-Caspasen
beinhalten die fiir die Proteininteraktion essentiellen Sequenzmotive DED (Death Effector Domain) und CARD (Caspase
Recruitment Domain). Schwarze Pfeile kennzeichnen die zur Aktivierung verwendeten Spaltstellen. B: Darstellung des
allgemeinen Aktivierungsprinzips der Effektor-Caspasen. Die Abspaltung der kleinen Untereinheit (p10) durch bereits aktivierte
Caspasen oder der Serinprotease Granzym B (GrzB) fiihrt zur auto-proteolytischen Freisetzung der Prodoméane und zur Bildung
der aktiven Caspasen, einem Hetrotetramer aus jeweils zwei kleinen und zwei groBen Untereinheiten (veréandert nach RIEDL &
SHI, 2004).
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Durch Abspaltung der Pro-Doméne sowie einer intramolekularen Spaltung zwischen der groBen und
kleinen Untereinheit werden Caspasen prozessiert (vgl. Abb. 1.2). Rontgenstrukturanalysen von
Caspase-1, -3 und -7 belegen, dass jeweils zwei Heterodimere bestehend aus einer kleinen und einer
groflen Untereinheit iiber hydrophobe Wechselwirkungen miteinander assoziieren und eine katalytisch
aktive Caspase-Einheit in Form eines a,[,-Heterotetramers bilden (WALKER et al., 1994; WILSON et
al., 1994; ROTONDA et al., 1996; RIEDL et al., 2001). Strukturell lassen sich anhand der Lénge der Pro-
Domine die Initiator-Caspasen (lange Pro-Doméne, bis zu 219 Aminosduren) von den Effektor-
Caspasen (kurze Pro-Domaéne, ca. 20-30 Aminosduren) unterscheiden (EARNSHAW et al., 1999).

Die Initiator-Caspasen, zu denen Caspase-2, -8, -9 und -10 gehdren, werden als Antwort auf
Apoptose-induzierende Stimuli unter Beteiligung von Adaptermolekiilen autokatalytisch aktiviert,
wihrend die Effektor-Caspasen, zu denen Caspase-3, -6 und -7 gezédhlt werden, durch die aktivierten
Initiator-Caspasen prozessiert und aktiviert werden. Die Rekrutierung der akzessorischen
Regulatorproteine bzw. der zu aktivierenden Caspasen wird bei den Initiator-Caspasen iiber die in der
ausgepragten Pro-Domine lokalisierten DED- (Death Effector Domain) oder CARD- (Caspase
Recruitment Domain) Sequenzmotive vermittelt (CHINNAIYAN et al., 1995; BOLDIN et al., 1995b;
BRAKEBUSCH et al., 1992). Die Aktivierung der Effektor-Caspasen fiihrt zur proteolytischen Spaltung
von einer Reihe zelluldrer Proteine, die an essentiellen Prozessen wie z.B. der Aufrechterhaltung der
Zellstruktur, der Signaltransduktion oder dem DNA-Metabolismus beteiligt sind und deren direkte
oder indirekte Inaktivierung schlieBlich den Zelluntergang zur Folge hat. Tabelle 1.1 liefert eine
Ubersicht iiber einige der wichtigsten Caspase-Substrate und ihrer Funktion innerhalb der Zelle. Seit
kurzem sind auch Caspase-unabhingige Mechanismen der Apoptose bzw. des programmierten
Zelltodes bekannt, bei denen die proteolytische Degradation der Zelle bspw. durch lysosomale
Proteasen der Cathepsin-Famile initiiert wird. Insgesamt nehmen die Caspasen somit zwar eine
zentrale Rolle innerhalb der Apoptose ein, die Zelle hat aber vermutlich alternative ,,Back-up*
Mechansimen entwickelt, um den programmierten Zelltod, je nach Art des Stimulus, auch unter
Caspase-unabhingigen Bedingungen ablaufen zu lassen (BROKER et al., 2005).

Tab. 1.1: Auflistung verschiedener Caspase-Substrate (verandert nach NICHOLSON, 1999)

Signaltransduktion DNA-/RNA Zytoskelett Sonstige Funktionen
Metabolismus

Bid I-kBa PARP Rock | Catenin

Bcl-2 RasGAP Rad51 Gas2 Ataxin-3

Bcl-X,. PISTLRE Kinase DFF45/I-CAD NuMa HSP90

PKC prolL16 SAF Plectin Nup153

MEKK-1 RAF1 DNA-PKcs LAP2 AMPA-Rezeptoren

PKN PP2A UBF D4-GDI Kinektin

Pro-Caspasen cPLA-2 MCM3 FAK Atrophin

STAT-1 PAK2 Sp1 a-ll-Fodrin UbgCE NEDD4

RB CaMk-IV Acinus Vimentin Ataxin-3

Akt1 SRP p72 CDhcC27 Rabatin Huntingtin

Raf1 P28BAP31 hnRNP-U Cytokeratin 18 B-APP

p27""! p59™" hnRNP-A1 Lamin A und B Persenilin-2

Wee1 hnRNP-C1/C2 Gelsolin Calpastatin

Mst1 U1-70 kDa Aktin

p21 CIP1/WAF1 ATM
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1.5 Signalwege der Apoptose

Die Induktion der Apoptose erfolgt durch zwei unterschiedliche Signalwege, die auch als intrinsische
bzw. extrinsische Form der Apoptose bezeichnet werden. Bei der intrinsischen Signaliibertragung
fiihren verschiedene Stimuli wie die Exposition mit y- und UV-Strahlung, die Aktivierung des
Tumorsuppressors p53 oder eine Schiadigung der DNA zu einer Aktivierung der Mitochondrien, was
zur Induktion der Initiator-Caspase-9 fithrt und schlieflich die Aktivierung der Effektor-Caspasen zur
Konsequenz hat. Die extrinsischen Form wird auch als Rezeptor-vermittelte Apoptose bezeichnet, da
in diesem Fall die Bindung von zytotoxischen Liganden an so genannte ,,Todesrezeptoren® fiir die
Aktivierung der Caspasen-Kaskade verantwortlich ist (RIEDL & SHI, 2004).

1.5.1 Die Funktion der Mitochondrien in der intrinsischen Apoptose

Die Mitochondrien werden als ,Kraftwerke der Zelle” bezeichnet. Sie tragen unter anderem den
biochemischen Apparat der oxidativen Phosphorylierung und sind essentiell fiir die zelluldre aerobe
Atmung. Seit ldngerem ist bekannt, dass sie dariiber hinaus eine bedeutende Funktion innerhalb der
Apoptose besitzen. So ist beispielsweise wihrend der Apoptose ein Zusammenbruch des
mitochondrialen Transmembranpotentials (Ay,,) noch vor der DNA-Fragmentierung zu beobachten
(PETIT et al., 1995; ZAMZAMI et al., 1995). Ursichlich fiir diesen Vorgang, den man Permeabiltits-
Transition (PT) nennt, ist dabei das Offnen von Poren innerhalb der #uBeren bzw. inneren
Mitochondrienmembran. Ein bisher nur teilweise charakterisierter Komplex bestehend aus dem
Nukleotidtransporter ANT (Adeninnukleotid Transporter), dem Spannungs-abhéngigen Anionenkanal
VDAC (voltage-dependent anion channel), der Hexokinase, dem Bezodiazapin Rezeptor und
Cyclophilin D bildet dabei die so genannte PT-Pore aus, die unter anderem an der Regulation der
Kalziumkonzentration und des pH-Wertes der mitochondrialen Matrix beteiligt ist (HALESTRAP et al.,
2002). Ein lingerfristiges Offnen der Pore fiihrt zum Kollabieren des Ay, was mit einer osmotisch-
bedingten Volumenzunahme der Matrix verbunden ist (LY et al., 2003). Letzteres kann das Abplatzen
der duBeren Mitochondrienmembran zur Folge haben, wodurch im intramembranédren Zwischenraum
lokalisierte, pro-apoptotische Proteine wie Pro-Caspase-2, AIF (apoptosis inducing factor) und
Cytochrom c ins Zytoplasma gelangen (SUSIN et al., 1999a; SUSIN et al., 1999b; LIU et al., 1996).
Cytochrom ¢, welches in vitalen Zellen als Elektroneniibertrdger innerhalb der Atmungskette fungiert,
nimmt in der mitochondrialen Apoptose ebenfalls eine zentrale Stellung ein. In einer ATP/dATP-
abhingigen Reaktion bindet es im Zytoplasma den allosterischen Faktor Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1), was eine Konformationsdnderung von Apaf-1 bewirkt und eine Exposition der
CARD-Domine zur Folge hat. Uber diese wird schlieBlich Pro-Caspase-9 durch eine CARD/CARD-
Interaktion rekrutiert (vgl. 1.4). Zusammen bilden sie das Holoenzym, das so genannte Apoptosom
(vgl. Abb. 1.6), das in der Lage ist, die Effektor-Caspasen-3 und -7 zu aktivieren und somit den
Zelltod einzuleiten (LI et al., 1997; SLEE et al., 1999).
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1.5.1.1 Die Rolle der Bcl-2-Proteinfamilie in der Mitochondrien-abhangigen
Apoptose

Eine weitere Form der apoptotischen Mitochondrien-Aktivierung wird durch Mitglieder der Bcl-2-
Familie (B-Cell Lymphoma-2) vermittelt. Diese Proteinfamilie umfasst 15 Mitglieder, die alle
mindestens eins von vier konservierten Sequenzmotiven tragen, die als Bcl-2-homologe Doménen
(BH) bezeichnet und mit BH1-4 unterschieden werden. Funktionell lassen sich die Proteine in pro-
und anti-apoptotische Faktoren unterteilen, wobei die anti-apoptotischen Faktoren, zu denen Bcl-2,
Bcl-X;, Bel-w und Mcl-1 gehoren, mindestens eine BH1 und BH2 Doméne besitzen. Die pro-
apoptotischen Faktoren werden aus zwei Untergruppen gebildet. Bax und Bak gehoren zur Gruppe der
BHI1-3 tragenden Faktoren und stehen damit den so genannten ,,BH3-only* Proteinen gegeniiber, wie
Bid, Bim, Bad, Bcl-Xs, Puma und Noxa, die ausschlieSlich die BH3 Doméne enthalten (GROSS et al.,
1999). Die beiden antagonistischen Faktoren Bcl-Xs und Bcel-X; werden dabei von dem selben Gen
kodiert und sind auf alternatives Spleilen der entsprechenden pri-mRNA zuriickzufiihren (CHAO &
KORSMEYER, 1998).

Einige Proteine wie z.B. Bcl-2 oder Bcel-X; weisen eine zusétzliche Transmembrandoméne im C-
Terminus auf, mit der sie in der dulleren Mitochondrienmembran, aber auch in der Membran des ER
oder des Kerns verankert sein kdnnen (KRAJEWSKI et al., 1993). Sequenzhomologien zwischen Bcl-X;
und verschiedenen Poren-bildenden bakteriellen Toxinen (z.B. Diptheria-Toxin und Colicin) lieferten
erste Hinweise auf eine Beteiligung dieser Proteinfamilie an der Regulation der Permeabilisierung der
duBeren Mitochondrienmembran wihrend der Apoptose (MUCHMORE et al., 1996; MINN et al., 1997).
Fiir Bax, Bcl-2, Bcl-X und der prozessierten Form von Bid, tBid (truncated Bid) konnte diese Poren-
bildende Aktivitdt durch in vitro Untersuchungen bestitigt werden (ANTONSSON et al., 1997;
SCHLESINGER et al., 1997; SCHENDEL et al., 1997, SCHENDEL et al., 1998). Unter Apoptose-
induzierenden Bedingungen fiihrt nach heutiger Vorstellung eine direkte oder tBid-induzierte
Oligomerisierung von Bax und Bak zur Insertion und Ausbildung von Kanilen in der &ufBeren
Mitochondrienmembran, iiber die schlieBlich die Freisetzung der pro-apoptotischen Faktoren wie
Cytochrom c verlduft. Die Feinregulation dieses Prozesses unterliegt dabei der Balance zwischen pro-
und anti-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie, die mittels ihrer BH-Doménen
wechselwirken und sich durch Bildung von Homo- und Heterodimeren gegenseitig regulieren konnen
(GRroOSS et al., 1999).

1.5.2 Apoptose als Rezeptor-vermittelter ProzefR

Apoptose kann direkt durch die Bindung von extrazelluldren, zytotoxischen Liganden an
membranstindige Rezeptoren auf der Zelloberfliche induziert werden. Dieser als extrinsisch
bezeichnete Signalweg der Apoptose wird durch diverse Mitglieder der TNF-Rezeptor Superfamilie
(Tumor Necrosis Factor) wie CD95, TNFR1 oder den TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand) Rezeptoren DR4 und DRS5 vermittelt, die man ,,Todesrezeptoren* nennt (BAKER & REDDY,
1996). Die Rezeptoren sind allesamt Typ I-Transmembranproteine mit einem hochkonservierten
extrazelluldren Bereich, bestehend aus zwei bis sechs Cystein-reichen Doménen (CRD), wobei jeweils
6 Cysteinreste eine CRD bilden und die einzelnen Doménen durch 40 Aminosduren voneinander

getrennt sind (SMITH et al., 1994). Dariiber hinaus weisen die Todesrezeptoren, im Gegensatz zu
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anderen Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Familie, zusitzlich eine ca. 80 Aminoséuren-umfassende
intrazelluldire Doméne auf, die fiir die Apoptose-Induktion essentiell ist und als ,,Todesdoméne* (DD,
Death Domain) bezeichnet wird (TARTAGLIA et al., 1993). Die Rezeptoraktivierung erfolgt durch
Bindung der korrespondierenden trimerisierten Liganden, was zur Tri- bzw. Oligomerisierung des
Rezeptors fithrt und die intrazelluldre Aktivierung der Caspasen-Kaskade zur Folge hat (SMITH et al.,
1994). Alle Liganden gehoren mit Ausnahme von NGF (Nerve Growth Factor) der TNF-Familie an
und besitzen im extrazelluliren C-Terminus eine ebenfalls hochkonservierte Region, die fiir die
Interaktion mit dem entsprechenden Rezeptor verantwortlich ist (GRUSS, 1996). Am Beispiel des
CD95-Systems werden die Signalwege der Rezeptor-vermittelten Apoptose néher erldutert.

1.5.2.1 Das CD95-System

Die physiologische Bedeutung der CD95-vermittelten Apoptose liegt vorwiegend in der Regulation
der Immunsystem-Homoostase. Nach Beendigung einer Immunantwort werden bspw. nicht mehr
benotigte aktive T-Zellen iiber das CD95-System eliminiert, was als ,,Aktivierungs-induzierter
Zelltod* (AICD, Activation-Induced Cell Death) bezeichnet wird (DHEIN et al., 1995; PETER et al.,
1997). Dariiber hinaus ist das CD95-System an der Regulation der Leberhomdostase beteiligt und
dient zytotoxischen T-Zellen zur Entfernung von entarteten bzw. Virus-infizierten Zellen (ROUVIER et
al., 1993; OWEN-SCHAUB et al., 1992). Der CD95-Rezeptor, auch Apo-1 oder FAS genannt, ist ein aus
325 Aminoséduren bestehendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 48 kDa, das in den
meisten Geweben exprimiert ist (LEITHAUSER et al., 1993; WATANABE-FUKUNAGA et al., 1992). Es
enthilt drei fiir die Aktivierung essentielle CRDs und eine 70 Aminosiduren-umfassende DD
(ORLINICK et al., 1997, ITOH et al., 1991). Der korrespondierende CD95-Ligand (CD95L) ist ein 281
Aminosduren-umfassendes Typ II-Transmembranprotein, ebenfalls glykosyliert und besitzt eine
molare Masse von 37 kDa (SUDA et al., 1993; TAKAHASHI et al., 1994; YU et al., 1999). Im Gegensatz
zum Rezeptor ist die Expression des CD95L - von wenigen ,,Jmmun-privilegierten” Organbereichen
abgesehen - auf das héamatopoetische System beschrankt (GREEN & FERGUSON, 2001).
Interessanterweise zeigen auch einige neoplastische Gewebe eine Expression des CD95L, was als
moglicher Resistenzmechanismus gegeniiber den Angriffen des Immunsystems diskutiert und als
»lumor Counterattack” bezeichnet wird. Aufgrund der CD95L-Expression ist die Tumorzelle in der
Lage die CD95-abhingige Apoptose in den attackierenden zytotoxischer T-Zellen auszuldsen,
wodurch der Tumor die T-Zellen abtotet und nicht umgekehrt (IGNEY & KRAMMER, 2002).

Die CD95-Rezeptor-vermittelte Apoptose-Induktion erfolgt physiologisch durch die Bindung des
trimeren CDO95L, kann aber auch durch agonistische Antikdrper wie Anti-Apo-1 oder CHI11
hervorgerufen werden (TRAUTH et al., 1989; DEBATIN et al., 1990). In beiden Féllen hat dies die
Trimerisierung bzw. Multimerisierung des Rezeptors zur Folge, was zur intrazelluliren Aggregation
der DDs und der Rekrutierung des Adaptermolekiils FADD (Fas Associated Protein with Death
Domain) fithrt (BANNER et al., 1993; CHINNAIYAN et al., 1995). Neben der DD, iiber die FADD an die
DD des Rezeptorkomplexes assoziiert, tragt das Molekiil eine DED, die nach Bindung an CD95 einer
Konformationsdnderung unterliegt und dadurch an eine der DEDs von Pro-Caspase-8 binden kann
(BOLDIN et al., 1996; CHINNAIYAN et al., 1996). Durch die Rekrutierung von Pro-Caspase-8 an den
Rezeptorkomplex aus CD95 und FADD wird der so genannte DISC (Death Inducing Signalling

Complex) gebildet, der nach dem ,close proximity“-Modell sterisch die auto-proteolytische
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Aktivierung von Pro-Caspase-8 ermoglicht. Die aktive Caspase-8 wird daraufhin ins Zytoplasma
entlassen und aktiviert schlieBlich die Effektor-Caspasen, wéahrend die Pro-Doméne am Rezeptor
verbleibt (KISCHKEL et al., 1995; MUZIO et al., 1996).

Abhéngig vom Zelltyp kann auch eine Beteiligung der Mitochondrien innerhalb der CD95-abhingigen
Apoptose beobachtet werden. Sie ibernechmen eine Art Verstirkerfunktion in Zellen, die eine
reduzierte DISC-Bildung und daher eine geringere Caspase-8-Aktivitdt aufweisen (SCAFFIDI et al.,
1998). In diesen so genannten ,,Typ II-Zellen“ (vorwiegend lymphoide Zellen) erfolgt die
Mitochondrien-Aktivierung durch Caspase-8 gespaltenes, trunkiertes Bid (tBid), was schlieBlich zur
Aktivierung von Caspase-9 fiihrt und dadurch die Aktivierung der Effektor-Caspasen gewéhrleistet
(LUO et al., 1998; LI et al., 1998). Die Tatsache, dass die CD95-abhéngige Apoptose in diesen Zellen
vollstindig durch eine Uberexpression von Bel-2 oder Bel-X; inhibiert werden kann, demonstriert die
Bedeutung des mitochondrialen Signalweges am Gesamtverlauf der Apoptose (SCAFFIDI et al., 1998).
Im Gegensatz dazu erfolgt in den ,Typ [-Zellen“ (vorwiegend epitheloide Zellen) eine direkte
Caspase-8-vermittelte Aktivierung von Caspase-3, wobei sich eine Bcl-2- bzw. Bcl-Xi-
Uberexpression nicht signifikant auf das Apoptose-AusmaB auswirkt. (SCAFFIDI et al., 1998). In
Abbildung 1.6 ist die CD95-abhingige Apoptose der Typ I- und Typ II-Zellen schematisch dargestellt.

1.5.2.2 Die Funktion der JNK im CD95-System

Neben der Caspase-Aktivierung kann die Bindung des CD95 Liganden auch zur Aktivierung der
INK/SAPK (c-Jun NH)-terminalen Kinase/Stress-Aktivierte Protein Kinase) fithren (LATINIS &
KORETZKI, 1996; GOILLOT et al., 1997), einer Serin/Threonin-Kinase, die zur Familie der MAP
(Mitogen Aktivierten Protein) Kinasen gehort und die Genexpression durch Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, JunB oder JunD reguliert (KYRIAKIS et al., 1994). INK wird durch
eine Reihe extrazelluldrer Stimuli aktiviert und ist an der Regulation von diversen zelluldreren
Prozessen wie Stress-Adaption, Apoptose und Proliferationskontrolle beteiligt (WADA & PENNINGER,
2004). Nach dem allgemeinen Prinzip der MAPK Aktivierung induziert CD95L eine hierarchische
Phosphorylierungs-Kaskade, die von einer MAP3K (MAPK Kinase Kinase) iiber eine MAP2K
(MAPK Kinase) zur Aktivierung von JNK fiihrt (ICHIO, 1999). Die Signaltransduktion zwischen
CD95 und der entsprechenden MAP3K kann sowohl Caspase-abhidngig als auch —unabhingig
verlaufen und ist vermutlich Zelltyp-spezifisch (HOFMANN et al., 2001; YANG et al., 1997, CHANG et
al., 1998). In diesem Zusammenhang wurde die MAP3K MEKK1 als putativer Aktivator beschrieben,
welche nach Caspase-vermittelter Spaltung die Aktivierung der JNK induziert (CARDONE et al., 1997).
Auf der anderen Seite ist mit Daxx ein CD95-Adapterprotein identifiziert worden, das die Caspase-
unabhéngige Aktivierung von JNK vermittelt. Analog zu FADD bindet Daxx nach CD95-Aktivierung
an den intrazelluliren Bereich des CD95-Rezeptors, was die Rekrutierung und Aktivierung der
MAP3K ASK1 (Apoptose Signal-regulierende Kinasel) induziert und nachfolgend zur Aktivierung
der JNK fiihrt (YANG et al., 1997; CHANG et al., 1998; vgl. 1.6.5.1). Die Bindung von Daxx und
FADD an CD95 erfolgt dabei weder kompetitiv noch kooperativ (CHANG et al., 1999).

Das pro-apoptotische Potential der aktiven JNK wird vornehmlich durch die Transkription pro-
apoptotischer Gene wie Bim oder CD95L vermittelt (FARIS et al., 1998; WHITFIELD et al., 2001), kann
aber, wie in vitro Untersuchungen zeigten, auch mit der Phosphorylierungs-bedingten Inaktivierung
der anti-apoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-Xp verbunden sein (MAUNDRELL et al.,, 1997;
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YAMAMOTO et al., 1999). JNK-vermittelte Effekte scheinen allerdings nicht grundlegend an der
CD95-abhingigen Apoptose beteiligt zu sein, sondern sind vermutlich Zelltyp-spezifisch. So hatte die
Uberexpression dominant-negativer Formen von Faktoren des JNK-Signalweges in HEK293- und
L929-Zellen bspw. eine deutliche Reduktion der CD95-abhéngigen Apoptose zur Folge, wihrend dies
in HeLa- und Jurkat-Zellen nicht der Fall war (YANG et al., 1997; HOFMANN et al., 2001).

1.5.3 Die Zytostatika-vermittelte Apoptose

»Zytostatika“ ist der Sammelbegriff fiir eine Reihe meist niedermolekularer, organischer Substanzen,
die aufgrund ihrer Proliferations-hemmenden Effekte auf eukaryotische Zellen als Chemotherapeutika
in der Tumortherapie eingesetzt werden. Zellkulturexperimente haben gezeigt, dass die
Wirkungsweise dieser Substanzen darin besteht, die Zellzyklusprogression der Tumorzellen in
bestimmten Phasen zu blockieren, was zur Aktivierung des Apoptose-Prozesses fiihren kann und
letztlich eine Reduktion des Tumors zur Folge hat (BARRY et al., 1990; HICKMAN, 1992). Die meisten
Zytostatika sind entweder geno-toxische oder mito-toxische Substanzen, die eine Schédigung der
DNA oder des Spindelapparates wihrend der Mitose hervorrufen.

1.5.3.1 p53 — der zentrale Regulator von Zellzyklus und Apoptose

Geno-toxische Substanzen wie die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Topoisomerase-Hemmer
Etoposid, Topotecan (Inhibitoren der Topoisomerase I) und Doxorubicin (Inhibitor der Topoisomerase
II) induzieren eine fehlerhafte DNA-Replikation, was zu Einzel- bzw. Doppelstrangbriichen der DNA
fiihrt und die Aktivierung des G2/M Kontrollpunktes zur Folge hat (NORBURY & ZHIVOTOVSKY,
2004). Eine Schliisselfunktion iibernimmt hierbei das Genprodukt des Tumorsuppressorgens p53, das
als Stresssensor der Zelle fungiert und tiber das weitere Schicksal der Zelle entscheidet, indem es den
Zellzyklus-Arrest oder die Apoptose einleiten kann (LOWE et al., 1993; LANE, 1992). P53 ist ein
nukledres aus 393 Aminosduren bestehendes Phosphoprotein und stellt einen multifunktionalen
Transkriptionsfaktor dar, der die Expression von einer Vielzahl an Genen steuert und dariiber neben
der Zellzykluskontrolle und Apoptose ebenfalls an den Prozessen der DNA-Reparatur, der zelluldren
Seneszenz, und Angiogenese beteiligt ist (vgl. Abb. 1.3). P53 stellt somit einen zentralen Regulator
der Zelle dar. (VOGELSTEIN et al, 2000). Das Protein besitzt eine N-terminale
Transaktivierungsdomine, eine spezifische DNA-Bindestelle und eine regulatorische Domine im C-
Terminus, Uber die p53-Monomere nach Aktivierung transkriptionell aktive Tetramere bzw.
Oligomere bilden konnen (VOGELSTEIN et al., 2000). Mit ca. 6-20 min hat das Protein eine relativ
geringe Halbwertszeit, wobei die p53-Stabilitdit im Wesentlichen durch eine auto-regulatorische
Schleife von MDM2 (Murine double minute-2; das humane Homolog: HDM2) kontrolliert wird
(AMUNDSON et al., 1998). P53 induziert die Expression der Ubiquitin-Ligase MDM?2, die zum einen
direkt an p53 bindet und dessen Transaktivierungsaktivitét inhibiert und zum anderen die Ubiquitin-
vermittelte Degradation von p53 fordert, wodurch die zelluldre p53-Konzentration auf einem relativ
niedrigem Niveau gehalten wird (CHEN et al., 1994; AMUNDSON et al., 1998). Unter normalen
physiologischen Bedingungen ist das ,,p53-System* daher inaktiv. Erst durch zelluldren Stress, wie
bspw. die Schiadigung der DNA (vgl. 1.5.3.2) oder der Onkogen-vermittelten Aktivierung von DAP-
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Kinase (vgl. 1.6.4.1) wird p53 aktiviert bzw. stabilisiert und leitet die Zelle, zur Unterdriickung der
zelluldren Transformation, entweder in den Zellzyklusarrest oder die Apoptose (VOGELSTEIN et al.,
2000). Im aktiven Zustand unterliegt p5S3 der Regulation durch weitere Faktoren, wie z.B. Daxx (vgl.
1.6.5.2), ASPP (Apoptosis-stimulating protein for p53) oder iASPP (inhibitor of ASPP), welche die
transkriptionelle Aktivitdt von p53 modulieren kdnnen (SAMUELS-LEV et al., 2001; BERGAMASCHI et
al., 2003; vgl. Abb. 1.3).

Die Tatsache, dass p53 in mehr als 50% der humanen Tumoren mutiert ist, reflektiert die Bedeutung
dieses Tumorsuppressorgens. So konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der p53-Aktivitdt mit der
Anhaufung onkogener Mutationen verbunden ist (VOUSDEN & LU, 2002; LEVINE, 1997). Mit p63 und
p73 sind mittlerweile zwei Homologe von p53 identifiziert worden, die ebenfalls in der Lage sind die
Expression von p53-Zielgenen zu regulieren, aber in humanen Tumoren - im Gegensatz zu p53 -
selten durch Mutation inaktiviert sind (IRWIN & KAELIN, 2001).

DNA-Schaden Aktivierung von UV-Strahlung, Abb. 1.3: schematische Ubersichtsdar-
Onkogenen Stress stellung verschiedener p53-Signalwege.
+ Wahrend die Schadigung der DNA eine Aktivierung
von p53 Uber ATM-Kinasen bzw. DNA-abhangigen

l DAP-Kinase Kinasen bewirkt, erfolgt die p53-Aktivierung nach

* Exposition mit UV-Strahlung sowie nach
verschiedenen Arten von zytotoxischem Stress,

ATM Kinasen/ p14ARF ATR Kinasen/ durch die Casein Kinase Il bzw. Kinasen der ATR-
Elﬁ:szahanglge Casein Kinase Il Famile (Ataxia telangiectasia related). Die Onkogen-
MDM2 induzierte Aktivierung von p53 verlauft Uber die
C ? DAP-Kinase-vermittelte Aktivierung von p14*~*. Die
Aktivierung von p53 flhrt schlieRlich zur
ASPP —P . transkriptionellen Aktivierung der p53-Zielgene, tuber
die p53 bei zellularen Prozessen wie Apoptose,

v

DNA-Reparatur, Zellzyklus, Angiogenese oder
Seneszenz involviert ist. Aus Griinden der
Ubersicht, sind nur exemplarische p53-Zielgene

Zlelgene aufgefiihrt. In dieser Arbeit untersuchte Faktoren
DNA- Angio- sind hervorgehoben. Fur Details, sieche Text.

CD95 GADD45 p21

Bax p48 Reprimo

Apaf-1 pS3R2 14-3-3

Bid

Noxa

Bid

Survivin

1.5.3.2 Apoptose als Folge der DNA-Schadigung

Die durch geno-toxische Verbindungen wie Etoposid, Topotecan oder Doxorubicin induzierten DNA
Schéden fithren zur Aktivierung von verschiedenen Proteinkinasen der ATM (Ataxia telangiectasia
mutated)-Familie, die durch die Phosphorylierung verschiedener Regulatorproteine die Aktivierung
bzw. Stabilisierung von p53 induzieren (NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004). Sowohl p53 als auch
MDM?2 sind bspw. Substrate der DNA-abhéngigen Proteinkinase und die Phosphorylierung der beiden
Proteine verhindert deren Interaktion, was zur Stabilisierung und Aktivierung bzw. Oligomerisierung
von p53 fiihrt (SMITH & FORNACE, 1995). Bei geringen DNA Schidden kann die p53-Aktivierung die
Reparatur der DNA einleiten, wobei p53 die Expression von DNA-Reparaturgenen wie bspw.
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GADD45 induziert (SMITH et al., 1994; VOGELSTEIN et al., 2000). Bei groferen Schiden arretiert p53
die Zellen durch Induktion des CDK2-Inhibitors (Cyclin-dependent kinase-2) p21<""WAF (im
Folgenden p21 genannt) im Zellzyklus (KASTAN et al., 1991; KUERBITZ et al., 1992; ATTARDI et al.,
1996) oder eliminiert diese durch die Aktivierung des Apoptoseprogrammes (LOTEM & SACHS, 1993).
Die p53-abhingige Apoptose verlduft dabei vermutlich zum Grofteil durch die transkriptionelle
Aktivierung von pro-apoptotischen p53-Zielgenen wie Bid, Bim, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1 oder CD95
(YU et al., 1999; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004) bzw. der transkriptionellen Repression anti-
apoptotischer Gene wie Survivin (ZHOU et al., 2002; vgl. 1.6.1). Wéahrend die Bcl-2-homologen
Proteine die intrinsische Apoptose fordern, fiihrt die Hochregulation von CD95 wahrscheinlich zu
einer Sensitivierung der geschidigten Zelle gegeniiber der CD95L-induzierten Eliminierung durch
zytotoxische T-Zellen (CHAKRABORTY et al., 2003). Dariiber hinaus kann nach p53-Aktivierung auch
eine autokrine Form der CD95-abhingigen Apoptose beteiligt sein, wobei sich benachbarte
Tumorzellen nach Hochregulation des CD95-Rezeptors gegenseitig iiber das CD95-System abtdten
(FRIESEN et al., 1997). Durch die direkte Bindung und Aktivierung von Bax, Bak oder Bcl-X ist p53
ferner in der Lage, die mitochondriale Apoptose auch Transkriptions-unabhingig zu induzieren
(CHIPUK et al., 2004; MIHARA et al., 2003; LEU et al., 2004). Dies bestitigt die Ergebnisse fritherer
Untersuchungen in denen gezeigt wurde, dass die pS3-abhingige Apoptose nicht zwingend mit einer
de novo RNA-/Protein-Biosynthese assoziiert sein muss (CAELLES et al., 1994).

1.5.3.2 Die Taxol-induzierte Apoptose

Im Gegensatz zu geno-toxisch wirkenden Zytostatika induzieren Zytoskelett-interferierende
Substanzen wie bspw. Taxol eine fehlerhafte Spindelapparat-Ausbildung wahrend der Mitose. Taxol
gehort zur Gruppe der Mikrotubuli-stabilisierenden Zytostatika. Es fordert den Polymerisationsprozess
von Tubulin und stabilisiert das Tubulinpolymer, wodurch die Dynamik zwischen Auf- und Abbau der
Mikrotubuli insbesondere wéihrend der Mitose massiv gestort wird (SCHIFF & HORWITZ, 1980; SCHIFF
et al., 1979; JORDAN et al., 1996). Ein nicht regelhaft-ausgebildeter Spindelapparat fithrt dabei zur
Aktivierung des so genannten G2/M Kontrollpunktes und hat die Arretierung des Zellzyklus bzw. die
Induktion der Apoptose zur Folge (JORDAN et al., 1993). Die molekularen Mechanismen der Taxol-
abhingigen Apoptose sind nicht vollstindig verstanden, scheinen aber sowohl p53-abhédngig wie auch
-unabhingig zu verlaufen. (WOODS et al., 1995; BLAGOSKLONNY et al., 1995). Interessanterweise
konnte bei bestimmten Krebsformen ein Funktionsverlust von p53 mit der Sensitivitit gegeniiber
Taxol korreliert werden, was vermuten lasst, dass p53 innerhalb der Taxol-abhidngigen Apoptose eine
inhibierende Funktion besitzen kann (WAHL et al., 1996). Eine Reihe von Untersuchungen deuten
darauf hin, dass dieser Effekt auf die Expression des p53 Zielgens p21 beruht, da eine ,,antisense-
RNA-vermittelte Inaktivierung der p2l-Proteinexpression in Mammakarzinom-Zellen eine
Sensitivierung gegeniiber Taxol zur Folge hatte und auch in Glioblastomzellen eine p21-abhingige
Taxol-Resistenz beobachtet werden konnte (YU et al., 1998; LI et al., 2002). P21 fungiert als direkter
Inhibitor der fiir die G2/M Transition essentiellen Kinase CDK1 (p34cdcd2) und scheint durch deren
Inhibition den Taxol-abhéngigen Zelltod zu unterdriicken. Dafiir sprechen Ergebnisse, die gezeigt
haben, dass die Uberexpression einer dominant-negativ-Form von CDKI ausreichend ist, um die
Taxol-abhéngige Apoptose zu blockieren (YU et al., 1998). Ein zentraler Aspekt der Taxol-abhingigen
Apoptose ist vermutlich die Phosphorylierungs-bedingte Inaktivierung von Bcl-2, die direkt bzw.
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indirekt durch die Kinase Raf-1 vermittelt wird (BLAGOSKLONNY et al., 1996). Die Aktivierung von
Raf-1 ist eine direkte Folge der Mikrotubuli-Schidigung und kann neben der Phosphorylierung von
Bcl-2 auch die Aktivierung von p53 und p2l induzieren (BLAGOSKLONNY et al., 1996;
BLAGOSKLONNY et al, 1995). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Taxol
konzentrationsabhéngig unterschiedliche Effekte vermittelt. Wahrend bereits geringe Dosen Taxol
(nM  Bereich) einen mitotischen Arrest induzieren, wirkt sich die Behandlung mit hdoheren
Konzentrationen (WM Bereich) auf die komplette Architektur des Zytoskeletts aus, was mit der
Aktivierung von MAP-Kinase-Signalwegen und einer verdnderten Expression von Apoptose-
relevanten Genen wie Bax, Bak und TNF-a assoziiert sein kann (WANG et al., 1998; LEE et al., 1998).

1.6 Regulatoren der Apoptose

Im Hinblick auf die ,,tédlichen* Konsequenzen fiir die Zelle nach erfolgter Apoptose-Induktion, die
nicht zuletzt auf die Irreversibilitit der Caspase-vermittelten Substratspaltung zuriickzufiihren sind, ist
es nicht verwunderlich, dass Zellen zusitzliche Mechanismen und Faktoren zur Feinregulation des

Apoptoseprozesses besitzen, von denen die wichtigsten im folgenden ndher erldutert werden.

1.6.1 Inhibition der Apoptose durch Proteine der IAP-Familie

Neben der bereits beschriebenen Proteinfamilie der Bcl-2-dhnlichen Faktoren, die sowohl pro- als
auch anti-apoptotisch wirkende Proteine umfasst (vgl. 1.5.1.1), sind die Mitglieder der ,,Inhibitor of
Apoptosis Protein® (IAP)-Familie ebenfalls mal3geblich an der Regulation der Apoptose beteiligt. Sie
sind in der Lage, Zellen unterschiedlichen Gewebes vor Liganden-induzierter, sowie
Chemotherapeutika- und Strahlungs-vermittelter Apoptose zu schiitzen (DEVERAUX et al., 1997; ROY
et al., 1998; TAMM et al., 1998; DUCKETT et al., 1996). Die ersten Vertreter der IAPs wurden in
Baculoviren entdeckt, bei denen sie in der Wirtszelle fiir die Unterdriickung der Apoptose-Antwort als
Folge der Virusinfektion verantwortlich sind (CROOK et al., 1993; BIRNBAUM et al., 1994). Dariiber
hinaus sind Spezies-iibergreifend auch zellulire Mitglieder identifiziert worden, wobei sich alle IAPs
durch den Besitz von 1-3 so genannter BIR-Doménen (Baculoviral JAP-Repeat) auszeichnen; einer
Zink-bindenden Region, die ca. 70 Aminosduren umfasst und bei der Mehrheit der [APs essentiell fiir
die Apoptose-Inhibition ist (WRZESIEN-KUS et al., 2004). Bisher sind acht humane IAP-Proteine
nachgewiesen worden, von denen XIAP (X-chromosome-linked IAP), c-IAP1 und c-IAP2 (cellular
IAP1/2) sowie NAIP (neuronal apoptosis-inhibitory protein) alle drei BIR-Doménen besitzen,
wihrend Survivin und BRUCE (BIR repeat containing ubiquitin-conjugating enzyme) lediglich die
Domine BIR1 und ML-IAP (Melanoma IAP) und ILP2 (IAP-like protein 2) ausschlieflich BIR3
enthalten (SCHIMMER, 2004). Obwohl alle BIR-Doménen-tragenden Proteine per Definition als IAPs
angesehen werden, scheinen nicht alle auch wirklich eine anti-apoptotische Funktion zu besitzen, so
dass die BIR-enthaltene Proteine BIRCs (BIR containing proteins) von tatsdchlichen IAPs
unterschieden werden (UREN et al., 1998; MILLER, 1999). Priméar unterdriicken IAPs die Apoptose
durch eine direkte Caspase-Bindung und -Inhibition. In Sidugern sind Caspase-3, -7 und -9 Ziele der
IAP-Proteine, wobei XIAP gegeniiber allen Caspasen die stirkste Inhibition vermittelt. BIR3 von

XIAP ist dabei fiir die spezifische Inhibition der prozessierten Caspase-9 und die Region zwischen
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BIR1 und BIR?2 ist fiir die Interaktion und Inhibierung von Caspase-3 und -7 verantwortlich (RIEDL &
SHI, 2004). Uberexpressions-Untersuchungen haben dariiber hinaus gezeigt, dass XIAP vor Bax- und
CD95-vermittelter Apopotose schiitzt (DEVERAUX et al., 1997). Die Beobachtung, dass eine erhdhte
Expression von IAP-Proteinen mit einer verminderten zelluldren Apoptose-Bereitschaft verbunden ist
spiegelt sich auch in der Tatsache wider, dass Tumore héufig eine abnormal hohe Expression einzelner
IAPs aufweisen (TAMM et al., 2000; ADIDA et al., 2000).

Neben der Apoptose-Inhibition sind einige IAPs vermutlich auch an der Zellzyklusregulation beteiligt.
So ist Survivin bspw. wahrend Zellproliferation fundamental an der Regulation der Zytokinese
beteiligt und auch fiir XIAP wird eine Rolle innerhalb der Zellzyklusregulation diskutiert (LI et al.,
1999; LEVKAU et al. 2001).

1.6.2 Antagonisten der IAP-Proteine

Die IAP-Proteine stehen ihrerseits unter der Kontrolle der beiden mitochondrial-lokalisierten Proteine
Smac/DIABLO (second mitochondrial derived activator of caspase/direct IAP binding protein with
low pl) und HtrA2/Omi (high temperature requirement A). Unter Apoptose-induzierenden
Bedingungen werden Smac/DIABLO und HtrA2/Omi zusammen mit Cytochrom ¢ nach der
Permeabilisierung der dueren Mitochondrienmembran ins Zytosol entlassen, wobei Smac/DIABLO
und HtrA2/Omi, die als Vorlduferproteine mit einer mitochondrialen N-terminalen Signalsequenz
synthetisiert werden, prozessiert und in ihre aktive Form {iberfiihrt werden. Im aktiven Zustand binden
und inaktivieren sie [AP-Proteine und wirken daher pro-apoptotisch (VERHAGEN et al., 2000; DU et
al., 2000; VERHAGEN et al., 2002; SUZUKI et al., 2001). Mutationsanalysen und Untersuchungen mit
synthetischen Peptiden haben gezeigt, dass die inhibitorische Funktion dabei durch die vier N-
terminalen Aminosduren der prozessierten Proteine vermittelt wird (ARNT et al., 2002; LIU et al.,
2000), zu denen homologe Sequenzen auch die IAP-Antagonisten Reaper, Hid, Grim und Sickle aus
Drosophila  melanogaster aufweisen (GOYAL et al., 2000). Die Konsensussequenz des
hochkonservierten Motivs mit der Abfolge A-(K/T/V/I)-(P/A/E)-(F/E/1/S/Y) wird als IBM (IAP-
binding motif) bezeichnet und findet sich dariiber hinaus auch in Caspase-9 (SRINIVASULA et al.,
2001). Es konnte gezeigt werden, dass XIAP fiiber diese Doméne mit Caspase-9 assoziiert und
Smac/DIABLO durch kompetetive Bindung von XIAP in der Lage ist, die XIAP-vermittelte Caspase-
9-Bindung/-Inhibition aufzuheben (SRINIVASULA et al., 2001). Die XIAP-bedingte Inhibition der
Effektorcaspasen -3 und -7 kann durch Smac/DIABLO ebenfalls neutralisiert werden (HUANG et al.,
2003; vgl. auch Abb. 1.6).

1.6.3 Faktoren der DAP-Familie

Im Gegensatz zu anderen Proteinfamilien, wie der Bcl-2-Familie, umfasst die DAP (Death-associated
protein)-Familie keine evolutionir-verwandten und homologen Proteine. In ihr werden eine Reihe pro-
apoptotisch-wirkender Proteine eingeordnet, die mit Hilfe eines genetischen, auf ,,antisense““-cDNA-
basierendem ,,Knock-Out-Screening* identifiziert und mit DAP1 bis DAPS5 bezeichnet wurden (DEISS
& KIMCHI, 1991; DEISS et al., 1995; KISSIL et al., 1995; LEVY-STRUMPF et al., 1997; KIMCHI, 1998).
Lediglich die Proteine DAP2 (auch als DAP-Kinase bezeichnet), DAP3 und DAPS sind bisher genauer
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charakterisiert worden. DAP3 kodiert fiir ein 46 kDa Protein, welches drei putative GTP-
Bindedoménen besitzt und primér in den Mitochondrien lokalisiert ist (KISSIL et al., 1995; CAVDAR
Koc et al., 2001). Es ist sowohl an der Rezeptor-vermittelten Apoptose als auch an der Apoptose-
bedingten Fragmentierung der Mitochondrien beteiligt. Im Gegensatz zu Cytochrom ¢ wird DAP3
wihrend der Apoptose allerdings nicht ins Zytosol entlassen (KISSIL et al., 1999; MUKAMEL &
KiMcHI, 2004). Dariiber hinaus ist DAP3 an der Apoptose beteiligt, die in Zellen als Folge des
Kontaktverlustes zur extrazelluldren Matrix induziert wird; ein Prozess der als Anoikis bezeichnet
wird (MIYAZAKI et al., 2004). DAPS ist ein 97 kDa Protein und homolog zu dem Translations-
Initiationsfaktor el[F4G (LEVY-STRUMPF et al., 1997). Das Protein ist zwar an der Translation beteiligt,
steuert aber im Gegensatz zu elF4G, von so genannten IRES (internal Ribosome entry site) Sequenzen
ausgehend, ausschlieBlich die Cap-unabhidngige Translation von mRNAs. (LEVY-STRUMPF et al.,
1997, HENIS-KORENBLIT et al., 2000). Wihrend der Apoptose ist DAPS5 vermutlich so fiir die
Translation von Apotose-relevanten Genen verantwortlich, die wie 4paf-1, c-Jun oder auch DAPS
selbst IRES Sequenzen in den korrespondierenden mRNAs enthalten (NEVINS et al., 2003).

Neben den DAP-Proteinen gehort auch der Faktor Daxx dieser Familie an. Daxx wird auch als
»Death-associated Protein XX bezeichnet, wurde aber nicht im Rahmen des ,,Knock-Out-Screening*
entdeckt, sondern innerhalb eines ,,Yeast-Two-Hybrid“-Ansatzes als Interaktionspartner von CD95
identifiziert (YANG et al., 1997). Untersuchungen von sowohl Daxx als auch DAP-Kinase (DAP2)
sind die Kernbestandteile der vorliegenden Arbeit, sodass auf diese beiden Faktoren im Folgenden

detaillierter eingegangen wird.

1.6.4 DAP-Kinase - ein potentielles Tumorsuppressorgen

DAP-Kinase (DAPK, DAP2) ist eine ubiquitiéir-exprimierte, pro-apoptotische Ca**/Calmodulin-
abhingige Serin/Threonin-Proteinkinase mit einem Molekulargewicht von 160 kDa. Das Protein
besitzt eine Multi-Doménenstruktur (vgl. Abb. 1.4) und weist neben der katalytischen Kinase-Doméne
eine Ca*"/Calmodulin-regulatorische Domine, acht Ankyrin-Wiederholungssequenzen und eine
Zytoskelett-Bindungsregion auf sowie zwei Nukleotid-bindende, so genannte ,,P-Loops® und eine C-
terminale DD (COHEN et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass DAP-Kinase an einer Vielzahl
von Apoptoseprozessen beteiligt ist, wie bspw. ausgelost durch TNF-a (Tumor Necrosis factor-a),
IFN-y (Interferon-y), TGF-f (Transforming Growth factor-f§), CD95L, Ceramide, den Onkogenen c-
Myc und E2F oder durch Kontaktverlust zur extrazelluldren Matrix (DEISS et al., 1995; COHEN et al.,
1997; INBAL et al., 1997; COHEN at al., 1999; RAVEH et al., 2001; JANG et al., 2002; PELLED et al.,
2002; YAMAMOTO et al.,2002). Die Zelltod-fordernde Aktivitdat wird dabei sowohl durch die DD als
auch durch die katalytische Kinaseaktivitdt vermittelt und ist insgesamt von der korrekten Lokalisation
des Proteins am Zytoskelett abhéngig (COHEN et al., 1997). Im aktiven Zustand ist DAP-Kinase in der
Lage das Apoptose-typische ,,membrane blebbing™ zu induzieren, was vermutlich mit der direkten
Phosporylierung des DAP-Kinase Substrates MLC (Myosin Light Chain) verbunden ist (INBAL et al.,
2002; RAVEH & KiMcCHI, 2001; KUO et al., 2003). Neben MLC sind in neuronalen Zellen mit
Synatxin-1A und der Kinase CaMKK (Calmodulin regulierte Protein Kinase Kinase) zwei weitere
Substrate der DAP-Kinase identifiziert worden, wobei die biologische Relevanz dieser Prozesse zum
Teil noch recht unklar ist (SCHUMACHER et al., 2004; TIAN et al., 2003). Aufgrund der verbreiteten

Expression des Proteins ist es notwendig, dass die DAP-Kinase einer strengen Regulation unterliegt,



Einleitung 16

so dass sie unter normalen Wachstumsbedingungen im inaktiven Zustand vorliegt (COHEN et al.,
1997). Die Kontrolle der pro-apoptotischen Kinase-Aktivitit erfolgt dabei molekular vermutlich auf
zwei Ebenen: Zum einen wirkt die Calmodulin-bindende Region im Grundzustand inhibitorisch auf
die katalytische Doméne und erst die Bindung von Ca**/Calmoldulin hebt diesen Effekt auf (COHEN et
al., 1997). Zum anderen wird durch die Autophosphorylierung von Serin’®, das innerhalb der
Calmodulin-bindende Region liegt, diese Auto-Inhibition weiter verstirkt und zugleich die Affinitét zu
Calmodulin herabgesetzt (SHOHAT et al., 2001). Bisher ist jedoch noch keine Phosphatase bekannt, die
DAP-Kinase in vivo durch spezifische Dephosphorylierung an Serin®® aktiviert. Mittels ,,Y east-Two-
Hybrid“-Untersuchungen wurde allerdings die MAP-Kinase ERK (Extracellular signal-regulated
kinase) als direkter Interaktionspartner der DAP-Kinase identifiziert, die in der Lage ist, DAP-Kinase
durch Phosphorylierung an Serin” zu aktivieren.

CaM-BR P-Loops
Kinase Domane | AKM I-VIII I 1 zBR Todesdoméne
DAP-Kinase [IE_HN | TH X ||
1 200 400 800 800 1000 1200 1423

Abb. 1.4: schematische Darstellung des DAP-Kinase-Proteins. Die unterschiedlichen Doméanen des Proteins sind durch
die in Graustufen-unterlegten Kasten symbolisiert. Die untere Skala stellt die Aminosaureabfolge dar. Abkiirzungen - Cam-BR:
Calmodulin-bindende Region; AKM: Akyrinmotiv; ZBR: Zytoskelett-bindende Region. Verandert nach KiMCHI, 1998.

Die beiden Proteine unterliegen dabei einer wechselseitigen Regulation, indem DAP-Kinase von ERK
aktiviert wird und ERK wiederum durch DAP-Kinase aus dem Kern rekrutiert wird, wodurch die
ERK-vermittelte Aktivierung von anti-apoptotischen Signalwegen inhibiert wird (CHEN et al., 2005).
In neuronalen Zellen ist mit dem Netrin-1 Rezeptor UNC5H2 dariiber hinaus ein Protein identifiziert
worden, das DAP-Kinase zwar nicht aktiv dephosphoryliert, aber die Auto-phosphorylierung von
Serin’® unterdriickt und so die Apoptose-fordernde Wirkung von DAP-Kinase aktiviert (LLAMBI et
al., 2005). Neben der pro-apoptotischen Aktivitit von DAP-Kinase sprechen einige Daten auch fiir
eine zytoprotektive Funktion des Proteins. So ist die Unterdriickung der DAP-Kinase Expression
interessanterweise mit einer erhhten Rate an Spontanapoptosen verbunden und fiihrt in HeLa- und
HASMC-Zellen zu einer Sensitivierung gegeniiber TNF-a-induzierter Apoptose (JIN & GALLAGHER,
2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass DAP-Kinase in verschiedenen nicht-apoptotischen
Geweben, wie dem Kortex und dem Hippocampus auch in der aktiven Form exprimiert vorliegt. Sie
ist dort an der Regulation der Exozytose von Neurotransmittern beteiligt, was insgesamt vermuten
lasst, das DAP-Kinase Zelltyp-spezifisch in unterschiedlichen zelluldren Prozessen involviert sein
kann (YAMAMOTO et al., 1999; SCHUMACHER et al., 2002).

1.6.4.1 Die Rolle von DAP-Kinase in Tumoren

Es existieren diverse Hinweise, die auf DAP-Kinase als potentielles Tumorsuppressorprotein
hindeuten. Im Gegensatz zum verbreiteten Expressionsmuster von DAP-Kinase konnte in
verschiedenen Tumor-abgeleiteten Zelllinien wider Erwarten keine DAP-Kinase-Expression

nachgewiesen werden (KISSIL et al., 1997). Studien zur chromosomalen Lokalisation kartierten das
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DAP-Kinase-Gen auf Chromosom 9[q34.1], ein Abschnitt der in leukdmischen Erkrankungen héufig
einer Gentranslokation unterliegt (DE KLEIN et al., 1982; ELLISEN et al., 1991) und im Harnblasen-
Karzinom durch LOH (Loss of Heterozygocity) partiell inaktiviert sein kann (KNOWLES, & CURRIE,
1993). Interessanterweise konnte die Expression in einigen der DAP-Kinase-negativen Zelllinien
durch Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Aza-2’-Desoxycytidin wiederhergestellt
werden, was auf einen DNA-Methylierungs-basierenden Mechanismus zur Inaktivierung der DAP-
Kinase-Expression hinweist, wie er bereits bei anderen Tumorsuppressorgenen wie z.B. p16 oder p15
beobachtet worden ist (KISSIL et al., 1997, NG et al., 1997; WONG et al., 2000). Untersuchungen von
Primértumoren mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) bestitigten diesen Befund. So konnte
unter anderem im Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (TANG et al., 2000), im Zervixkarzinom
(DONG et al., 2001), Magenkarzinom (KANG et al., 2001) und Neoplasien des Hals- und Kopfbereichs
(SANCHEZ-CESPEDES et al., 2000) sowie in malignen B- und T-Zell-Erkrankungen
(KATZENELLENBOGEN et al., 1999) eine Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors bzw. des 5’-
UTR-Bereichs nachgewiesen werden. Beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom und den Tumoren
des Hals- und Kopfbereichs korrelierte die Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors mit der
Tumor-Aggressivitit und war mit einer schlechteren Prognose verbunden (TANG et al., 2000;
SANCHEZ-CESPEDES et al., 2000). Im Lungenkarzinom war die Hypermethylierung dariiber hinaus mit
einer Apoptoseresistenz gegeniiber TRAIL assoziiert (TANG et al., 2005). Allerdings sind in Tumoren
der Hypophyse sowie des Magen und Darmtraktes auch Methylierungs-unabhiangige
Inaktivierungsmechanismen der DAP-Kinase-Expression beobachtet worden (SIMPSON et al., 2002;
SATOH et al., 2002).

Untersuchungen an murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) haben gezeigt, dass DAP-Kinase
bereits an der Unterdriickung der onkogenen Transformation von Zellen beteiligt ist und somit einen
friihen Kontrollpunkt zur Vermeidung von entartetem Zellwachstum darstellt. Die Fehlregulation
zelluldrer Proto-Onkogene wie c-Myc, Ras oder E2F fiihrt dabei zu einer Induktion der DAP-Kinase,
was wiederum in einer p14™" -vermittelten Stabilisierung von p53 resultiert (vgl. Abb. 1.3). Die
Induktion der p53-abhingigen Apoptose hat schlielich die Eliminierung der prd-malignen Zelle zur
Folge (RAVEH et al., 2001). P14 ist ein direkter Inhibitor von MDM2, dessen Inhibition indirekt die
Stabilisierung von p53 fordert (SHERR & WEBER, 2000). DAP-Kinase ist daher ein indirekter
Aktivator von p53. Eine Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression ist somit ein selektiver Vorteil
potentiell Tumor-bildender Zellen, diesen frithen p53-abhédngigen Kontrollpunkt zu iiberwinden
(RAVEH et al., 2001). Ergebnisse aus Untersuchungen am Tiermodell sprechen ebenfalls fiir eine
Beteiligung der DAP-Kinase am Prozess der Metastasierung. Der Verlust der DAP-Kinase-Expression
in murinen Lewis Lungenkarzinom-Zellen konnte bspw. mit einem erhShten Metastasierungspotential
der Zellen korreliert werden. Die transgene Wiederherstellung der DAP-Kinase-Expression auf
physiologischem Niveau fiihrte sowohl zu einer Reduktion der Metastasenbildung als auch zu einer
Verlangsamung des Tumorwachstums (INBAL et al., 1997). Die Unterdriickung der DAP-Kinase-
Expression fordert hierbei vermutlich die Anoikis-Resistenz der Tumorzellen, wobei die molekularen
Zusammenhinge zwar noch weitgehend unverstanden sind, aber vermutlich p53-unabhéingig verlaufen
(RAVEH et al., 2001).
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1.6.5 Der Apoptose-Regulator Daxx

Daxx (Death-associated Protein XX) wurde erstmals 1997 innerhalb einer ,,Yeast-Two-Hybrid®
Analyse als Interaktionspartner des CD95-Rezeptors identifiziert (YANG et al., 1997). Es ist ein
ubiquitdr-exprimiertes Protein, vorwiegend im Kern lokalisiert und an einer Vielzahl von zelluldren
Prozessen beteiligt, wie Apoptose, Regulation der Transkription sowie der Signaltransduktion als
Folge von oxidativem und metabolischem Stress (MICHAELSON, 2000; SONG & LEE, 2003; SONG &
LEE, 2004). Das Daxx-Gen ist auf Chromosom 6[p21.3] lokalisiert, umfasst ca. 3,5 kb und ist in sieben
Exons unterteilt (KIRIAKIDOU et al., 1997). Es kodiert fiir ein aus 740 Aminosduren bestehendes
Protein, wobei Daxx rechnerisch ein Molekulargewicht von 81,4 kDa besitzt, das Protein aber
aufgrund seines relativ hohen Anteils an sauren Aminosduren ein irregulires elektrophoretisches
Migrationsverhalten aufweist und im SDS-Gel mit einem apparenten Molekulargewicht von ca.
120 kDa detektiert wird (YANG et al., 1997; KIRIAKIDOU et al., 1997). Daxx besitzt zwei putative
amphiphatische Helices-bildende Regionen sowie eine ,,coiled-coiled“-Region und zwei nukleére
Lokalisationssignalsequenzen (NLS). AuBerdem enthélt es einen Bereich mit hohem Anteil an
Glutamat- und Aspartatresten, diverse potentielle Phosphorylierungsstellen sowie eine
Serin/Prolin/Threonin-reiche, regulatorische Doméne im C-Terminus (KIRIAKIDOU et al., 1997;
HOLLENBACH et al., 1999; vgl. Abb. 1.5), iiber die das Protein mit verschieden Proteinen interagiert
(vgl. Tab. 7.1, Anhang). Mittels dieser Doméne assoziiert Daxx auch an die DD von CD95 (YANG et
al., 1997).

NLS1 NLS2
AH1 AH2 CC1 CcC21 D/E-Bereich |  S/P/T-Doméne
Y -
Daxx i , : | I ﬂ]
1 100 200 300 400 500 800 700

Abb. 1.5: schematische Darstellung des Daxx-Proteins. Die Bereiche zur Ausbildung von gepaarten amphiphatischen
Helices (AH; Aminosauren 67-75 und 95-107), der ,Coiled-Coil* Regionen (CC; Aminosauren 179-211 und 355-387), des
Bereiches mit hohem Anteil an sauren Aminosauren (D/E; Aminosauren 435-485), der Serin/Prolin/Threonin-reichen Region
(S/P/T; Aminosauren 635-740) sowie die beiden nukledren Lokalisationsignale (NLS; Aminosauren 389-394 und 628-634) sind
durch die in Graustufen-unterlegten Kasten symbolisiert. Die untere Skala stellt die Aminosaureabfolge dar.

1.6.5.1 Die Funktion von Daxx in der Apoptose

Daxx ist sowohl an der Rezeptor-vermittelten Apoptose (bspw. induziert durch CD95L, TGF-p oder
TRAIL) als auch an der intrinsischen, durch Chemotherapeutika-induzierten Apoptose beteiligt
(YANG et al., 1997; PERLMAN et al., 2001; BOEHRER et al., 2005). Innerhalb des CD95-Systems bildet
Daxx neben der FADD/Caspase-8-Kaskade einen alternativen Signalweg der CD95-abhingigen
Apoptose, der mit der Aktivierung der JNK verbunden ist, primér Caspase-unabhéngig und, analog zu
der CD95-abhingigen Apoptose in Typ II-Zellen, sensitiv gegeniiber der Bcl-2-Uberexpression ist
(YANG et al., 1997). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass er im Vergleich zum
FADD/Caspase-8-vermittelten Signalweg zeitlich stark verzogert verlduft (CHARETTE et al., 2000).
Daxx fungiert dabei als Adapterprotein zwischen CD95 und ASKI1, indem es mit dem C-Terminus
(Aminosduren 625-740) an CD95 bindet und iiber den intramolekularen Bereich zwischen
Aminosdure 501-625 ASK1 in den Komplex rekrutiert. Die dadurch bedingte Konformationsianderung
von ASK1 fiihrt zu dessen katalytischen Aktivierung und induziert nachfolgend eine
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Phosphorylierungskaskade, die zur Aktivierung von JNK und letztlich in die Apoptose fiihrt (CHANG
et al., 1998). Daxx wirkt als Verstirker der CD95-abhingigen Apoptose und ist per se nicht in der
Lage, Apoptose auszuldsen (YANG et al., 1997; TORII et al., 1999). Um mit dem CD95-Rezeptor zu
interagieren, ist eine Translokation von Daxx aus dem Kern ins Zytoplasma notwendig, welche unter
anderem von ASKI1 vermittelt wird (KO et al.,, 2001). ASK1 und Daxx unterliegen somit einer
wechselseitigen Regulation. Es konnte gezeigt werden, dass eine Daxx Deletionsmutante, bestehend
aus den 112 C-terminalen Aminoséuren (DaxxC) als dominant-negativ-Form wirkt und sowohl die
Daxx-vermittelte ASK1- bzw. JNK-Aktivierung als auch die Daxx-abhingige CD95-Apoptose
inhibiert (YANG et al., 1997; CHANG et al., 1998). Auch durch zelluldre Faktoren kann die Funktion
von Daxx auf verschieden Ebenen inhibiert werden. So blockiert das Hitzeschockprotein HSP27 (Heat
shock Protein 27 kDa) die Translokation von Daxx aus dem Kern, wodurch die Daxx-vermittelte
CD95-Apoptose unterdriickt wird (CHARETTE et al., 2000). Der Caspase-8-Inhibitor Flip ist ebenfalls
in der Lage, Daxx zu binden und dadurch die CD95-abhingige Aktivierung der JNK zu supprimieren
(KM et al., 2003). Neben der Aktivierung des JNK-Signalweges durch zytoplasmatisches Daxx
scheint auch nukledres Daxx an der Regulation der Apoptose beteiligt zu sein. Hierbei assoziiert es mit
PML (Promyelocytic Leukemia Protein) in den sogenannten PODs (TORII et al., 1999; ZHONG et al.,
2000; vgl. 1.6.5.2). PODs (PML-oncogenic Domains), die auch als ND10 (nuclear domain 10) oder
NB (nuclear bodies) bezeichnet werden, sind subnukledre Strukturen, die per Definition PML
enthalten und vermutlich eine Art ,,Protein-Depot* der Zelle darstellen (NEGOREV & MAUL, 2001;
ISHOV et al., 1999). In Abbildung 1.6 sind neben den allgemeinen Apoptose-Signalwegen auch die
verschiedenen Signalwege von Daxx schematisch dargestellt.

Aufgrund teilweise widerspriichlicher Beobachtungen wird die Rolle von Daxx als pro-apoptotischer
Faktor innerhalb der (CD95-)Apoptose allerdings kontrovers diskutiert. So konnten Torii et al. bspw.
keine Interaktion zwischen Daxx und dem CD95-Rezeptor feststellen (TORII et al., 1999) und in vielen
Zelltypen konnte keine Beteiligung von Daxx an der CD95-abhingigen Apoptose bzw. JNK-
Aktivierung nachgewiesen werden (HOLLENBACH et al., 1999; HOFMANN et al., 2001; VILLUNGER et
al., 2000). Auch die Tatsache, dass sowohl FADD-defiziente als auch Caspase-8-defiziente Zellen
gegeniiber der CD95-abhédngigen Apoptose resistent sind, ldsst vermuten, dass der Daxx-abhéngige
Signalweg der CD95-Apoptose eine eher untergeordnete Rolle spielt bzw. Zelltyp-spezifisch ist. (JUO
et al., 1998; ZHANG et al., 1998). Die Vorstellung das Daxx auch eine anti-apoptotische Funktion
besitzen konnte wird durch den Befund gestiitzt, dass die siRNA-vermittelte Unterdriickung der
endogenen Daxx-Expression mit einer Sensitivierung von Zellen gegeniiber verschiedener
Apoptosestimuli wie UV-Strahlung, Behandlung mit TNF-a oder CD95-agonistischen Antikorpern
verbunden ist und ebenfalls eine Erhdhung der basalen Apoptosehédufigkeit zur Folge hat (CHEN &
CHEN, 2003; MICHAELSON & LEDER, 2002). Dies wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass
die Daxx-,,Knock Out“-Maus embryonal lethal ist und nicht, wie fiir den Verlust eines pro-
apoptotischen Gens zu erwarten wire, mit einer Hyperproliferations-Storung assoziiert ist
(MICHAELSON et al., 1999; ISHOV et al., 2004).

1.6.5.2 Daxx als Regulator der Transkription

Neben der Apoptose ist Daxx auch an der Regulation der Genexpression beteiligt, wobei es

entsprechend seiner geringen Homologie mit dem transkriptionellen Ko-Repressor Sin3 aus
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Saccharomyces cerevisiae vornehmlich als Repressor der Transkription fungiert (HOLLENBACH et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass Daxx direkt mit den Transkriptionsfaktoren Pax3, Pax5 und
Pax7, ETS1, Smad4, dem Androgenen Rezeptor (AR), dem Glucocorticoid-Rezeptor (GR), dem
Mineralcorticoid-Rezeptor (MR) sowie p53 und p73 interagiert (HOLLENBACH et al.,, 1999;
EMELYANOV et al., 2002; LIN et al., 2003; LI et al., 2000; CHANG et al., 2005; LIN et al., 2004; KIM et
al., 2003; ZHAO et al., 2004; GOSTISSA et al., 2004). In den meisten Féllen reprimiert Daxx hierbei
deren transkriptionelle Aktivitdt, vermutlich indem es zundchst mit denen an die DNA-gebundenen
Transkriptionsfaktoren interagiert und anschlieBend HDAC (Histon Deacetylase)-Molekiile rekrutiert,
was zur Kondensierung des Chromatins und schlieBlich zur Inaktivierung der Transkription fiihrt (LI
et al, 2000; HOLLENBACH et al., 2002). Die Ergebnisse aus fraktionierten Chromatographieanalysen
lassen vermuten, dass Daxx hierbei in einem Multikomponentenkomplex zusammen mit anderen
Faktoren assoziiert ist (HOLLENBACH et al., 2002). Tatsdchlich konnten neben verschiedenen Histonen
mit Dek und ATRX zwei weitere Daxx Interaktionspartner isoliert werden, die an der Regulation der
Chromatinstrukturierung und DNA-Topologie beteiligt sind (ISHOV et al.,2004). Neben den Bereichen
des kondensierten Chromatins ist Daxx in den so genannten PODs lokalisiert, wo es mit PML
assoziiert ist (ISHOV et al., 1999; LI et al., 2000; ZHONG et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, das
mit SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier-1) konjugiertes PML die Transkriptions-reprimierende
Funktion von Daxx kontrolliert, indem es Daxx aus den Bereichen kondensierten Chromatins in die
PODs rekrutiert, was mit einer Authebung der Transkriptions-Repression verbunden ist (LI et al.,
2000; LIN et al, 2003; LEHEMBRE et al, 2001). Auf der anderen Seite aktiviert HIPK1
(Homeodomain-interacting Protein kinase 1) die Repressor-Funktion von Daxx, indem es zum einen
die Interaktion zwischen Daxx und PML inhibiert und Daxx aus den PODs rekrutiert und zum anderen
die Interaktion zwischen Daxx und HDACs fordert (ECSEDY et al., 2003). Des Weiteren scheint die
Akkumulation von Daxx in den PODs bzw. an den Heterochromatinbereichen Zellzyklus-abhingig zu
sein. So konnte gezeigt werden, dass Daxx vornehmlich in der spiten S-Phase am Heterochromatin
assoziiert, wihrend es in der Gl- und G2-Phase ausschlieflich in den PODs lokalisiert ist.
Interessanterweise zeigen Daxx-defiziente Zellen eine beschleunigte S-G2/M Transition und weisen
zudem vermehrt Doppelkerne auf, was auf eine zentrale Rolle von Daxx innerhalb der
Zellzyklusregulation hinweist (ISHOV et al., 2004). Daxx reguliert dariiber hinaus die trankriptionelle
Aktivitdt eines essentiellen Faktors der Zellzyklusregulation, p53 (vgl. 1.5.3.1), der zudem an der
Regulation der Apoptose beteiligt. Hierdurch besteht eine Verkniipfung der Funktionen von Daxx als
Apoptose-relevanter Faktor und Transkriptions-Repressor zu fungieren. So konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression von Daxx eine Sensitivierung gegeniiber der p53-abhingigen Apoptose
vermittelt, indem Daxx selektiv die p53-abhéngige Transkription von Zellzyklus-assoziierten Genen
reprimiert, wihrend die Transkription der Apoptose-relevanten p53-Zielgene nicht beeinflusst wird
(GOSTISSA et al., 2004).

1.6.5.3 Die Rolle von Daxx in malignen Erkrankungen

Es existieren Hinweise, wonach Daxx an der Ausbildung von malignen Erkrankungen beteiligt sein
kann. Daxx interagiert bspw. mit PML, welches in der akuten promyelozytischen Form der Leukédmie
(APL) involviert ist. Zum iiberwiegenden Teil ist bei APL Erkrankungen das pm/-Gen aufgrund einer

chromosomalen t(15; 17) Translokation an das Gen fusioniert, welches fiir den Retinsdurerezeptor o
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(RAR0) kodiert (LIN et al., 1999). Das resultierende Fusionsprotein PML-RARa interagiert zwar
ebenfalls mit Daxx, kann dessen Repressoraktividt allerdings nicht mehr inhibieren, was
wahrscheinlich entscheidend ist fiir die Ausbildung der APL (L1 et al., 2000).

In dhnlicher Weise ist Daxx vermutlich an der Ausbildung des alveolaren Rhabdomysarkoms beteiligt.
Diesem malignen Tumor des Skelettmuskels liegt auch eine chromosomale Translokation zu Grunde,
wodurch ein Fusionsprotein aus Pax3 und dem Transkriptionsfaktor FKHR entsteht, welches im
Gegensatz zu Pax3, durch Daxx nicht reprimiert werden kann (HOLLENBACH et al., 1999). Die
Tatsache, dass Daxx auch die Androgenrezeptor-abhéngige Transkription inhibiert und eine siRNA-
vermittelte Unterdriickung der endogenen Daxx-Expression in LNCaP-Zellen mit einer vermehrten
Expression des Prostata-spezifischen Antigens verbunden ist, deutet darauf hin, dass Daxx

moglicherweise auch innerhalb des Prostatakarzinogenese involviert ist (LIN et al., 2004).
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1.7 Ziel der Arbeit

Apoptose ist ein fundamentaler Prozess innerhalb der Entwicklung und Differenzierung von
mehrzelligen Organismen, dessen Fehlregulation eine der Hauptursachen fiir die Ausbildung von
Tumorerkrankungen ist. Hierbei ist die physiologische Balance zwischen pro- und anti-apoptotischen
Faktoren gestort, indem bspw. eine vermehrte Expression anti-apoptotischer Proteine stattfindet bzw.
ein Funktionsverlust von pro-apoptotischen Proteinen vorliegt. Eine niedrige Apoptosefrequenz ist die
Folge, was zu unkontrolliertem bzw. entartetem Zellwachstum und somit zur Tumorentstehung
beitrdgt. Darliber hinaus ist die Dysregulation der Apoptose maligeblich an der hiufig zu
beobachtenden Resistenz von Tumoren gegeniiber konventionellen Chemo- und Strahlentherapien
beteiligt. Eine bessere Kenntnis der molekularen Ablédufe der Apoptose ist daher essentiell fiir die
Klarung der Pathogenese von Tumoren und bildet ebenfalls die Basis zur Entwicklung neuer
Therapieansitze. Vor diesem Hintergrund beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Bedeutung
der pro-apoptotischen Faktoren Daxx und DAP-Kinase fiir das humane Nierenzellkarzinom, einem
Tumor der sich ebenfalls durch eine weitgehende Apoptose- und Therapieresistenz auszeichnet. Die
initiale Frage war, ob eine funktionelle Inaktivierung von Daxx und/oder DAP-Kinase im
Nierenzellkarzinom vorliegt und damit zu dem gestorten Verhdltnis zwischen pro- und anti-
apoptotischen Faktoren beitragt. Dabei sollten insbesondere folgende Untersuchen durchgefiihrt

werden:

- Im Hinblick auf den hdufig zu verzeichnenden Expressionsverlust der DAP-Kinase in anderen

Tumorarten, sollte die DAP-Kinase Expression im humanen Nierenzellkarzinom anhand eines
statistisch-relevanten Tumorprobenkollektivs analysiert werden.
Da die Expression in anderen Tumorarten iiberwiegend durch Hypermethylierung des DAP-
Kinase Promotors abgeschaltet wird, sollten abhéingig von den Ergebnissen aus der
Expressionsanalyse weiterfilhrende Untersuchungen zum Mechanismus der DAP-Kinase-
Inaktivierung im RCC durchgefiihrt werden.

- Des weiteren sollte die DAP-Kinase Expression auch in ruhenden bzw. Mitogen-stimulierten
priméren, nicht-neoplastischen Lymphozyten untersucht werden, um iiber die daraus erhaltenen
Erkenntnisse  Vergleiche beziiglich der DAP-Kinase Expression zwischen entartet-
proliferierenden Zellen (Nierenzellkarzinom-Gewebe) und physiologisch—proliferierenden Zellen

(nicht-neoplastischen Lymphozyten) anstellen zu kénnen.

Neben der DAP-Kinase-Expression sollte auch die Expression von Daxx im humanen
Nierenzellkarzinom analysiert werden. Im Rahmen von Voruntersuchen konnten in Nierenkarzinom-
Zelllinien dabei zwei neue Spleilvarinaten von Daxx identifiziert werden, sodass anstelle der Daxx-
Expression die Rolle des alternativen Spleiflens der Daxx-mRNA im humanen Nierenzellkarzinom
untersucht werden sollte. Die Frage hierbei war, ob das Spleilen von Daxx moglicherweise einen
Mechanismus des Tumors zur funktionellen Inaktivierung des Daxx-Gens darstellt. Zur Kldrung dieser

Fragestellung sollte wie folgt vorgegangen werden:
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- Zunichst sollten die in der vorliegenden Arbeit neu identifizierten Daxx-Spleilvarianten im
Vergleich zur Hauptform strukturell und funktionell beziiglich ihres CD95- und p53-Apoptose-
fordernden bzw. p53-Transkriptions-modulierenden Potentials charakterisiert werden.

- Im Anschluss daran sollten die Auswirkungen der SpleiBvarianten-Uberexpression auf die CD95-
und p53-abhingige Apoptose im humanen Nierenzellkarzinom analysiert werden, um potentielle
dominant-negativ-Funktionen der neu identifizierten Daxx-Spleilvarianten als Mechanismus der

Daxx-Inaktivierung im humanen Nierenzellkarzinom aufzudecken/untersuchen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

21 Material

211 PlastikgefaRe und Einwegartikel

Plastik- und Einwegartikel wurden von den Firmen Falcon/Becton-Dickinson (Heidelberg), Eppendorf
(Hamburg) und Nunc (Wiesbaden) bezogen, LightCycler Glaskapillaren wurden von Roche
Diagnostics (Mannheim) bezogen.

2.1.2 Filmmaterial

Zur Visualisierung von Chemoluminiszenz und radioaktiven Signalen wurden ,.Lumi-Film
Chemiluminiscent Detection” Filme (Roche Diagnostics, Mannheim) und Biomax MS Filme von
Kodak (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) verwendet.

21.3 Chemikalien

Alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad pro Amnalysis (p.A.) wurden falls nicht anderweitig
gekennzeichnet von den Firmen Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Gibco BRL Life
Technologies (Eggenstein) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

214 Zytostatika und Apoptose-Induktoren/-Inhibitoren

Tab. 2.1.1: Verwendete Zytostatika, Apoptose-Induktoren sowie -Inhibitoren

Substanz Bezugsquelle Losungsmittel Ausgangskonzentration Endkonzentration

CH11 Immunotech, Hamburg PBS/Glyzerol 500 ng/pl 10-1000 ng/ml

Caspase-8- R&D Systems GmBH, Wiesbaden DMSO 20 mM 50 uM

Inhibitor

Topotecan Smith Kline Beecham, Miinchen PBS 2 mg/ml 2 ng/ml-2 pg/ml

(Hycamtin)

Etoposid Sigma, Deisenhofen DMSO 2,5 mg/ml 0,1-50 pg/ml

Taxol Bristol-Meyers Squibb GmbH, Cremophor 6 mg/ml 0,01-10 pg/ml
Miinchen

Doxorubicin Sigma, Deisenhofen PBS 5 mg/ml 0,01-10 pg/ml

21.5 Antikérper

2151 Primérantikorper

Die in Tabelle 2.1.2 aufgelisteten Primérantikrper wurden von den Firmen DakoCytomation
(Hamburg), Sigma (Deisenhofen), Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg), Calbiochem (Schwalbach),
Novocastra Laboratories (Newcastle, UK), Novus Biologicals (Littleton, USA), Serotec (Diisseldorf),
Cell Signaling (Schwalbach) Upstate/Biomol (Hamburg) sowie Clontech, Transduction Laboratories,
und Pharmingen (alle Becton-Dickinson, Heidelberg) bezogen.
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Tab. 2.1.2: Liste der verwendeten Primarantikorper

Antikorper Klon Isotyp/Spezies Bezugsquelle Applikation Verdiinnung
Daxx 36H11 M; 1I9G2bk Novocastra WB 1:500
Daxx K; 1gG Santa Cruz IP 1:20
B-Aktin AC-15 M; IgG1 Sigma, wB 1:5000
DAP-Kinase 17 M; IgG1 Transduction Laboratories WB 1:250
DAP-Kinase H-300 K; 1gG Santa Cruz 1P 1:20
A.v. Monoclonal JL-8 M; 1IgG2a Clontech WB 1:1000 - 1:2000
Antibody (GFP)
Full-Lenght A.v. K Clontech P 1:150
polyclonal Antibody
(GFP)
JNK K; IgG Santa Cruz WwB 1:1000
IP 1:20
PARP K Cell Signaling WB 1:500
CD95 K; 1gG Santa Cruz wB 1:250
CD95-FITC LOB 3/17 M; 1gG1 Serotec Dz 1:100
Maus-FITC W3/25 M; 1gG1 DakoCytomation Dz 1:100
HSP27 M; 1gG1 Cell Signaling wB 1:1000
Flip K; 1gG Upstate wB 1:750
p53 Ab-6 M; IlgG2ak Calbiochem IF 1:1000
PML PG-M3 M; 1gG1 Santa Cruz IF 1:1000
Survivin K; IgG Novus Biologicals WB 1:1000
HA 262K M; 1gG1 Cell Signaling wB 1:1000
IP 1:150
Caspase-3 3G2 M; 1gG1 Cell Signaling WB 1:1000
Caspase-6 K Cell Signaling WB 1:500
Caspase-7 B-94-1 M; 1gG1 Pharmingen WB 1:500
Caspase-8 1C12 M; IgG1 Cell Signaling WB 1:1000
Caspase-9 K Cell Signaling WB 1:500
Maus K; IgG DakoCytomation IP 1:150

Abkirzungen: WB.: ,Western Blot*, IP.: Immunprazipitation, IF.: Immunfluoreszenz, DZ.: Durchflusszytometrie, K.: Kaninchen, M.: Maus

21.5.2 Sekundarantikorper

Die fiir ,,Western Blot“-Analysen verwendeten Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Perxoxidase,
HRP)-gekoppelten Sekundarantikérper HRP-Anti-Maus (Spezies: Schaf; Isotyp IgG) und HRP-Anti-
Kaninchen (Spezies: Esel; Isotyp IgG) wurden von Amersham Life Technologies (Freiburg) bezogen
und 1:5000 (HRP-Anti-Maus) bzw. 1:3000 (HRP-Anti-Kaninchen) eingesetzt. Der fiir die
Immunfluoreszenz verwendete TRITC-gekoppelte Anti-Maus Antikorper (Spezies Ziege) wurde von
der Firma Beckman Coulter GmbH (Krefeld) bezogen.

2.1.6 Plasmide

In Tabelle 2.1.3 sind sdmtliche in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgelistet, wobei die
Konstrukte, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden mit Kombinationen aus den unter 2.2.2
beschriebenen Methoden generiert bzw. verifiziert wurden. Eine detaillierte Beschreibung der

entsprechenden Klonierungsstrategie ist im Anhang dargestellt.
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Tab. 2.1.3: Liste der verwendeten Plasmide

Plasmid Resistenz Beschreibung Referenz
pLEGFP-C1 Amp~, Neo® Retroviraler Expressionsvektor zur Generierung von GFP- | Clontech, (Becton-Dickinson,
Genfusionen. Heidelberg)
pDSRed2-C1 Kan®, Neo™ Expressionsvektor zur Generierung von DSRed2- Clontech, (Becton-Dickinson,
Genfusionen. Heidelberg)
pEGFP-Daxx Kan®, Neo™ Fehlerhafter Daxx-Expressionsvektor mit Stop-Kodon Freundlicherweise bereitgestellt
zwischen GFP und Daxx. von Frau Dr. Marion Déjosez
pLEGFP-Daxx-a Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx-a in pLEGFP-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer GFP-Fusion.
pLEGFP-Daxx-8 Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx- in pLEGFP-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer GFP-Fusion.
pLEGFP-Daxx-y Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx-y in pLEGFP-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer GFP-Fusion.
pLDSRed2-Daxx-a Amp~, Neo® pLEGFP-Daxx-a: Austausch von GFP gegen DSRed2 Diese Arbeit
(Quelle: pDSRed2-C1) tber Agel/Xhol Klonierung.
pLDSRed2-Daxx- Amp~, Neo® pLDSRed2-Daxx-a: Austausch von Daxx-a gegen Daxx-8 Diese Arbeit
Uber Sall/Cla | Klonierung.
pLDSRed2-Daxx-y Amp~, Neo® pLDSRed2-Daxx-a: Austausch von Daxx-a gegen Daxx-y Diese Arbeit
Uber Sall/Cla | Klonierung.
pLHA-C1 Amp~, Neo® Insertion einer Xhol bzw Sall-Schnittstellen-flankierenden Diese Arbeit
und Agel-Schnittstelle-beinhaltenden HA-Tag-
Expressionskassette in pLEGFP-C1. Anschlielende
Entfernung von GFP durch Agel-Restriktion und Re-
Ligation des Vektors.
pLHA-Daxx-a Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx-a in pLHA-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer HA-Tag-Fusion.
pLHA-Daxx- Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx- in pLHA-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer HA-Tag-Fusion.
pLHA-Daxx-y Amp~, Neo® Sall/Cla | Klonierung von Daxx-y in pLHA-C1 zur Diese Arbeit
Herstellung einer HA-Tag-Fusion.
pcDNA3-HA-ASK1 Amp~, Neo® Expressionsvektor fir HA-Tag-fusioniertes ASK1. Freundlicherweise bereitgestellt
von Herrn Dr. Jacques Landry
pcDNA3-HA-ASK1KM Amp~, Neo® Expressionsvektor fur die HA-Tag-fusionierte ASK1 Freundlicherweise bereitgestellt
Mutante (K709M). Der Aminosaureaustausch fiihrt zu von Herrn Dr. Jacques Landry
einem Verlust der Kinaseaktivitat.
pEBFP-PML Kan®, Neo™ Expressionsvektor fiir BFP-fusioniertes PML. Freundlicherweise bereitgestellt
von Herrn Dr. Pier Paolo
Pandolfi
pKEX-Apo-1 Amp~ Expressionsvektor fir CD95. Freundlicherweise bereitgestellt
von Herrn Dr. Ingo Schmitz
pcDNA-p53-GFP Amp~ Expressionsvektor fiir GFP-fusioniertes p53. Freundlicherweise bereitgestellt
von Frau Inka Seil
pEYFP-p53 Kan®, Neo™ Expressionsvektor fir YFP-fusioniertes p53. Freundlicherweise bereitgestellt
von Herrn Dr. Frank Essmann
pRL-EF-1a Amp~ Expressionsvektor fiir die Renilla-Luciferase. Die Freundlicherweise bereitgestellt
Expression steht unter der Kontrolle eines EF-1a- von Herrn Joérg Liebmann
Promotors.
p53-Luc Amp~ Expressionsvektor flir die Firefly-Luciferase. Die Stratagene (La Jolla,
Expression steht unter der Kontrolle eines p53- Kalifornien, USA)
responsiven Promotors.
pEGFP-Survivin Kan®, Neo™ Expressionsvektor fiir GFP-fusioniertes Survivin. Freundlicherweise bereitgestellt
von Herrn Dr. Michael Wenzel
21.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer), die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, sind in der nachfolgenden

Tabelle 2.1.4 aufgefiihrt. Die jeweilige Sequenz ist in 5°—>3°-Richtung angegeben, wobei

(degenerierte) Basen zum Einfilhren von Restriktionsschnittstellen hervorgehoben sind. Die

Primersequenzen fiir

die MSP-Analyse (gekennzeichnet

durch *)

sind entnommen von

KATZENELLENBOGEN et al. (1999). Samtliche Primer wurden von MWG (Ebersberg), TIB MOLBIOL
(Berlin) oder Carl Roth (Karlsruhe) hergestellt.
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Tab. 2.1.4: Zusammenstellung der eingesetzten Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5‘'>3) Gen (NCBI-Nr.) Applikation
DAP-up1 TGA CCA CGG ACG GAAAGA C DAP-Kinase (X76104) LightCycler-PCR
DAP-do TGC GGC TCC TCA CAC TCA LightCycler-PCR
DAP-KinaseLOWER GGG TCG GGG CCACAAACAC RT-PCR
DAP-KinaseUPPER TGC GGC CAA CGG AATC RT-PCR
DAP-Kinase-M-F * GGA TAG TCG GAT CGA GTT AAC GTC MSP
DAP-Kinase-M-R * CCC TCC CAAACG CCGA MSP
DAP-Kinase-UM-F * GGA GGA TAG TTG GAT TGA GTT AAT GTT MSP
DAP-Kinase-UM-R * CAA ATC CCT CCC AAA CAC CAA MSP

Daxx up1 CTT CCT TCAATGGAG GCG T Daxx (AF015956) LightCycler-PCR
Daxx do1 CCG AGG AGG CTG TGA ATG LightCycler-PCR
Daxx-Sall ACT TCC TCC GTC GAC GGG ATT GGATCC C Klonierungs-PCR
Daxx-outer3 TCC GGT GGA TCG ATG CAG CTAATC AG Klonierungs-PCR
Daxx-B1 ATG TGG AAA GGC AAA GCC CGG CTG TCC CAAAC Klonierungs-PCR
Daxx-B2 GTT TGG GAC AGC CGG GCT TTG CCT TTC CAC AT Klonierungs-PCR
Daxx-y1 GGC CAT TAG GAA ACA GCC CGG CTG TCC CAA AC Klonierungs-PCR
Daxx-y2 GTT TGG GAC AGC CGG GCT GTT TCC TAATGG CC Klonierungs-PCR
Daxx S ACC GCT AAC AGC ATC GTG DNA-Sequenzierung
Daxx S1 GTG GTC CCATTC CTC TAT AA DNA-Sequenzierung
Daxx S2 AAA CAC TGC CTC TCAGTC TC DNA-Sequenzierung
Daxx S3 CCT GAT ACC TTC CCT GAC TA DNA-Sequenzierung
Daxx S4 GTC GCA AGA CAA AAG TGA GG DNA-Sequenzierung
Daxx S5 AGG ATG ATG AAG AGG AGG AC DNA-Sequenzierung
Daxx S6 CCTGTGTCT CAGCTCTTT DNA-Sequenzierung
Daxx AS TCATTG ATG TAG ACA TAG AG DNA-Sequenzierung
GAPDH se AAC AGC GAC ACC CAC TCC TC GAPDH (J04038) LightCycler-PCR
GAPDH as GGA GGG GAG ATT CAG TGT GGT LightCycler-PCR
GAPDH Fw ACG GATTTG GTC GTATTG GGC G RT-PCR
GAPDH Rv CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG RT-PCR
p21-up GAG GCC CGT GAG CGATGG A p21 (NM 000389) RT-PCR
p21-do CAG CCG GCG TTT GGA GTG G RT-PCR
Bax-up GCG GGA GCG GCG GTG ATG Bax (AY893312) RT-PCR
Bax-do CGG CCCCAGTTGAAGTTGC RT-PCR
GADD45-up AAG GGG CTG AGT GAG TTC AA GADD45 (M60974) RT-PCR
GADD45-do TTTTCC TTC CTG CAT GGT TC RT-PCR
CD95-up TCA AGG AATGCA CAC CD95 (NM 000043) RT-PCR
CD95-do CAT TGA CAC CAT TCT TTC GAA CAA AG RT-PCR
HA-III GAT CTA CCG GTC GCC ACC ATG GCT TAC CCA TAC GAT Konstruktion eine
GTT CCA GAT TAC GCG G Oligonukleotid-Kassette
HA-IV TCG ACC GCG TAA TCT GGA ACA TCG TAT GGG TAA GCC Konstruktion eine
ATG GTG GCG ACC GGT A Oligonukleotid Kassette
GFP-C CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G GFP (U55763) DNA-Sequenzierung
DSRed2 AAC GAG GAC TAC ACC ATC GTG DSRed?2 DNA-Sequenzierung
21.8 Bakterienstaimme

In Tabelle 2.1.5 sind die Genotypen der verwendeten Bakterienstimme zusammengestellt. Alle

Stimme wurden zur Klonierung von Plasmiden benétigt, wobei der Stamm GM2163 insbesondere zur

Klonierung Methylierungs-freier Plasmid-DNA eingesetzt wurde.

Tab. 2.1.5: Verwendete E. coli-Stamme

E. coli-Stamm

Genotyp

Referenz

DHb5a F", deoR, recA1, endA1, phoA, relA1, supEd4, hsaR17(r my "), 1 thi-1, HANAHAN (1983)
gyrA96, $80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169

XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, supE4d, hsdR17 (rc myc ™), relA1, lac, [F' BuLLock et al. (1987)
proAB, lacl9ZAM1 5Tn10(TetR)]

GM2163 Woobcock (1989)

F~ ,ara-14, leuB6, fhuA31, lacY1, tsx78, ginV44,galK2, galT22, mcrA, dcm-6,
hisG4, rfbD1, rpsL136, dam13::Tn9, xylA5, mtl-1, thi-1, mcrB1, hsdR2
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21.9 Humane Zelllinien

2.1.9.1 Nierenkarzinom-Zelllinien

Grundlage fiir einen Teil der Versuche waren verschiedene Nierenkarzinom-Zelllinien, die aus
Primértumoren der Niere isoliert wurden und nach THOENES et al. (1986) dem klarzelligen (clearCa),
dem chromophil/papilliren (chromophil) oder dem chromophoben (chromophob) histologischen
Subtyp des Nierenzellkarzinoms zugeordnet wurden (GERHARZ et al., 1994; GERHARZ et al., 1995;
GERHARZ et al., 1996).

2.1.9.2 Sonstige Zelllinien

Tab. 2.1.6: Sonstige verwendete Zelllinien

Zelllinie Gewebetyp Referenz

HelLa Zervixkarzinom JONES et al., 1971
HepG2 Hepatozelluldres Karzinom KNOWLES et al., 1980
HEK293 Embryonale Niere GRAHAM et al., 1977
Raji Burkitt-Lymphom PULVERTAFT, 1964
2110 Nierenzellkarzinom-Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden RNA-Proben von 72 Nierenzellkarzinomen verwendet (vgl.
Tab.3.1.1). Histologischer Subtyp, Differenzierungsgrad und Tumorstadium der Tumorproben wurden
nach den Vorschriften der WHO (MOSTOFI & DAVIS, 1998; THOENES et al., 1986) und der UICC
bestimmt (SOBIN & WITTEKIND, 1997). Von zehn Tumorproben wurden ebenfalls RNA-Proben des

korrespondierenden nicht-neoplastischen Nierentubulsepithelgewebes verwendet.

2.1.11 Software und Server

Tab. 2.1.7: Ubersicht der verwendeten Software und Server

Software

Lasergene DNAStar, Version 4.03

SPSS Software, Version 9.0.1

Roche LightCycler Software, Version 3.5

Rytest Tina20 Densitometrie Software, Version 2.09g
Applied Imaging International Ltd. CytoVision 3.1
Zeiss LSM Image Browser Version 3.5.0.376
Diagnostic Instruments SpotAdvanced, Version 3.5
Joseph Trotter WinMDI, Version 2.8

Server Adresse

BLAST http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST

ClustlW http://www.ebi.ac.uk/clustalw

Boxshade http://www.ch.embnet.org/software/Box_form/html
ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.ch/tools

PSORT Il Prediction http://www.psort.ims.u-tokyo.ac.jp

PROSCAN (PROSITEScan) http://www.npsa-pbil.ibcp.fr

NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2
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2.2 Methoden
221 Mikrobiologische Methoden
2211 Nahrmedien

Folgende Nihrmedien wurden in dieser Arbeit eingesetzt:

LB-Medium (LB): 1% (w/v) Trypton oder Pepton YT-Medium (YT):  0,8% (w/v) Trypton oder Pepton
0,5% (w/v) Hefeextrakt 0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl 0,25%(w/v) NaCl
YT/Agar: 1,5% (w/v) Agar
geléstin YT

Alle Medien wurden entweder sterilfiltriert oder 30 min bei 120°C autoklaviert.

Um geeignete Selektionsbedingungen herzustellen, mussten den abgekiihlten Medien entsprechende
Antibiotika in den in Tabelle 2.2.1 beschriebenen Endkonzentrationen zugegeben werden, wobei alle

Antibiotika vor Gebrauch sterilfiltriert wurden.

Tab. 2.2.1: Konzentrationen verwendeter Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 50 mg/ml gelost 100 pg/ml
in 50% Ethanol
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml geldst 50 pg/ml
in Hzo
222 Molekularbiologische Methoden
2221 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung der RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit Hilfe des ,,RNeasy mini Kit“ nach den
Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt, wobei die RNA mit RNAse-freiem DEPC-
H,O eluiert wurde. AnschlieBend wurde die Konzentration photometrisch bestimmt (2.2.2.5) und die

RNA darauthin direkt weiter verarbeitet oder bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

DEPC-H,O 0,1% (v/iv) DEPC gelost in H,O

2.2.2.2 Isolierung genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

Genomische DNA wurde mit Hilfe des ,,QIAamp DNA mini kits“ nach Herstellerangaben (Qiagen,
Hilden) isoliert und diente als ,,Template* fiir die PCR (2.2.2.7) oder wurde nach einer chemischen
Umwandlung durch Behandlung mit Natrium-Bisulfit ( 2.2.2.7.4.1) in PCR-Reaktionen zum Nachweis
von methylierten DNA-Abschnitten eingesetzt (2.2.1.7.4.2).

2223 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmide wurden aus E. coli-Zellen nach dem Prinzip der alkalischen Lyse isoliert (BIRNBOIM &
DoLy, 1979). Diese Methode nutzt die unterschiedlichen Prézipitationseigenschaften von Plasmid-
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DNA, chromosomaler DNA, RNA und Proteinen im Bakterienlysat aus (SAMBROOK et al., 1989). In
dieser Arbeit wurden drei verschiedene Pridparationsansitze angewendet: die ,,Minipriparation®,

»Spinpréparation* und ,,Maxipréparation®.

22231 »Minipraparation“

1,5 ml einer 3 ml-Ubernachtkultur (YT + Antibiotikumzusatz) wurden in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt
und 3 min bei 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 200 pl
Resuspensionspuffer aufgenommen und resuspendiert. Es wurden 200 ul Lysepuffer zupipettiert, der
Ansatz durch mehrmaliges Schwenken gemischt und 3 min bei RT zur vollstindigen Lyse der Zellen
stehengelassen. Danach wurde 200 pl (eisgekiihlter) Neutralisationspuffer zugegeben, der Ansatz
wiederum durch Schwenken gemischt und bei 20000 x g und 4°C 20 min lang zentrifugiert. Der
Uberstand (etwa 600 ul) wurde zu 450 pl Isopropanol p.A. in ein neues ReaktionsgefdB pipettiert und
die Plasmid-DNA 10 min auf Eis gefallt. Nach einer weiteren Zentrifugation (20 min bei 20000 x g
und 4°C) wurde zur Entfernung von Salzresten mit 300 pl 70%-igem Ethanol gewaschen, die Plasmid-
DNA 5 min nach den oben genannten Bedingungen sedimentiert und getrocknet. Im Anschluf3 daran
wurde die Plasmid-DNA in 40 pl 10 mM Tris/HCI; pH 8,5 oder H,O resuspendiert und bei -20°C
gelagert.

Derart isolierte Plasmid-DNA war unter anderem noch mit bakterieller RNA kontaminiert, konnte
jedoch fiir Transformationen oder nach Zugabe von RNAse (0,1 mg/ml) fiir Restriktionsanalysen

verwendet werden.

Resuspensions- Lysepuffer: 1% (wiv) SDS
puffer: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0 0,2% (w/v) NaOH
50 mM Glukose
10 mM EDTA

Neutralisations-
puffer: 3M Kaliumacetat/
Essigsaure; pH 4,8

22232 ,»,Mini-Spin-Praparation“

Diese Form der Plasmidisolierung erfolgte mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit" nach Angaben des
Herstellers (Qiagen, Hilden) mit der Abwandlung, dass 8 ml Ubernachtkulturen verarbeitet wurden.
So préparierte DNA war im Allgemeinen kontaminationsfrei und wurde zum einen fiir Restriktionen
oder Modifikationen in Vorbereitung von Ligationen und zum anderen fiir DNA-Sequenzanalysen
eingesetzt. Von allen Bakterienkulturen wurden jeweils 900 ul mit 300 pl Glyzerin versetzt und bei
-80°C gelagert.

2.2.2.3.3 »Maxi-Praparation“

Fiir Anwendungen, bei denen groflere Mengen an Plasmid-DNA ndétig waren, wie z.B. der
Transfektion von Plasmid-DNA in Saugerzellen (2.2.3.5), wurden ,,Maxi Préiparationen* mit Hilfe des
»QIAMaxiprap Kits*“ durchgefiihrt. Hierbei wurde nach den Vorgaben des Herstellers (Qiagen,
Hilden) verfahren mit der Abwandlung, dass fiir so genannte ,high copy*“ Plasmide eine
Bakterienkultur von 100ml wund fiir ,low copy“ Plasmide sowie allen retroviralen

Expressionsvektoren eine 250 ml Bakterienkultur verarbeitet wurde.
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2224 Fallung von DNA und RNA

Nach Zugabe von 0,1fachem Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und dreifachem Volumen Ethanol
p-A. (100%) wurde die DNA bzw. RNA 15min bei -20°C gefillt und anschlieBend durch
Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge fiir 10 min bei 20000 x g und 4°C sedimentiert. Zur
Entfernung von Salzresten wurde der Niederschlag mit 70%-igem Ethanol p. A. gewaschen, 5 min wie
oben zentrifugiert und getrocknet. Danach wurde die DNA in EB-Puffer oder H,O und die RNA in

DEPC-H,0 aufgenommen und bei -20°C bzw. lidngerfristig bei -80°C gelagert.
Puffer EB: 10 mM Tris/HCI; pH 8,5

2225 Photometrische Bestimmungen von RNA- und DNA-Konzentrationen

Die Konzentrationen von RNA- und DNA-L&sungen wurden durch Absorptionsmessungen an einem
Bio Photometer von Eppendorf (Hamburg) bei einer Wellenlinge (A) von 260 nm photometrisch
ermittelt, wobei eine Absorption von 1.0 bei 260 nm einer Konzentration von 50 pug doppelstrangiger
DNA/ml und 40 pg einzelstrangiger RNA/ml entspricht (SAMBROOK et al., 1989). Eventuelle
Verunreinigungen durch Proteine lieBen sich durch zusétzliche Messungen bei 280 nm (Absorption

aromatischer Aminoséuren) nachweisen.

2.2.2.6 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Fiir die Durchfiihrung von PCR-Reaktionen auf poly (A")-RNA musste zunichst der komplementire

DNA-Strang synthetisiert werden. Zur Reversen Transkription wurde nach folgendem Pipettierschema

vorgegangen.
Pipettierschema: 1-5 ng Gesamt-RNA
1ug Hexanukleotid-Gemisch
1 mM dNTP-Mix
0,5U RNasin (Ribonuclease Inhibitor)
5mM MgCl,
5ul Reverse Transkriptase Puffer (10fach konzentriert))
15U AMV Reverse Transkriptase
ad 20 pl H,O

Die Synthese von cDNA durch die Verlingerung von Hexanukleotid-Primern gewéhrleistet, dass auch
langere mRNA Molekiile vollstdndig in cDNA transkribiert werden. Der dNTP-Mix enthilt gleiche
Konzentrationen an dATP, dCTP, dGTP und dTTP von jeweils 250 uM (Promega, Mannheim). Er ist
notwendig fiir die Verldngerung der Primer. RNasin (Promega, Mannheim) diente vorbeugend zur
Inhibition eventuell im Reaktionsansatz befindlicher RNAsen. Als Reverse Transkriptase wurde die
Avian Myelobastosis Virus Reverse Transkriptase (AMV) eingesetzt. MgCl, diente als Kofaktor fiir
die AMV und der PCR-Puffer (Promega) zur Optimierung der Reaktionsbedingungen der Trans-

kriptase. Die Reverse Transkription von wurde nach folgendem Standardprogramm durchgefiihrt.

Standardprogramm: 1. 55°C 60 min  Primerverlangerung (,Extension®)
U
2. 95°C 5min  Denaturierung der AMV
U
3. 4°C >0 min Kuhlung nach Beendigung

der Reaktion
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Da die AMV bei Temperaturen bis zu 58°C noch aktiv ist, war eine Extension bei 55°C moglich, was
den Grad an Sekundirstrukturbildung der RNA minimiert, sodass auf einen initialen
Denaturierungsschritt verzichtet werden konnte. Aufgrund limitierten Probenmaterials wurde die
resultierende cDNA unter Umsténden 1:5 verdiinnt.

2.2.2.7 Verwendete PCR-Techniken

Verschiedene PCR-Techniken wurden in dieser Arbeit verwendet, um c¢cDNA, genomische oder
plasmiddre DNA zu verstirken (amplifizieren), definierte DNA-Bereiche zu sequenzieren, oder
Fusionen von DNA-Fragmenten zu konstruieren. Des Weiteren wurde die Methylierungs-spezifische
PCR (MSP) zur Untersuchung des DAP-kinase-Promotorbereichs eingesetzt und ein ,,Real-Time-
PCR-Assay“ fir die semiquantitative Analyse der DAP-Kinase-Expression entwickelt. Alle
konventionellen PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe eines Personal Cyclers von Biometra (Gottingen)
oder eines Gene Amp PCR Systems 2400 von Perkin Elmer Biosystems (Weiterstadt) durchgefiihrt
und alle ,Real-Time-PCR*“-Reaktionen wurde mit Hilfe des LightCyclers (Roche Diagnostics,
Mannheim) durchgefiihrt.

22271 Amplifikation von Gensequenzen aus genomischer oder plasmidarer
DNA

Zur Amplifikation von Gensequenzen aus genomischer oder plasmiddrer DNA wurde nach folgendem

Pipettierschema vorgegangen.

Pipettierschema: 50-300 ng genomische oder plasmidare DNA
10-50 pmol Primer 1 (,sense®)
10-50 pmol Primer 2 (,antisense®)
200 uM dNTP-Mix
0-5 mM MgSO,, bzw. MgCl,
5ul PCR-Puffer (10fach konzentriert)
1-5U Tag-oder Pfu-Polymerase
ad 50 pl H,O

Primer 1 bzw. 2 definieren die jeweilige Zielsequenz der genomischen oder plasmidiren DNA. Der
dNTP-Mix enthélt gleiche Konzentrationen an dATP, dCTP, dGTP und dTTP von jeweils 25 uM,
MgSO, bzw. MgCl, dienten als Kosubstrat und der PCR-Puffer (Qiagen bzw. Promega) zur
Optimierung der Reaktionsbedingungen. Als DNA-Polymerase wurde die Tag-Polymerase (Qiagen)
vewendet mit Aussnahme von PCR-Reaktionen, deren Produkte kloniert werden sollten; hier wurde
die Pfu-Polymerase (Promega) eingesetzt, da sie ein bifunktionales Enzym ist und sowohl eine 5‘—
3°-DNA-Polymeraseaktivitit als auch eine 3‘— 5°‘-Exonuklease-Proofreading-Aktivitit besitzt.
Letztere steigert die Pridzision der DNA-Synthese, indem sie am 3‘-Ende falsch angeheftete und
gepaarte Nukleotide entfernt und stattdessen korrekt gepaarte einfiigt (LUNDBERG et al., 1991),
wodurch sie eine etwa zwdolfmal hohere Genauigkeit als die Tag-Polymerase aufweisst (NEWTON &
GRAHAM, 1994). Die variabel gewédhlten Temperaturen fiir die Primerbindung beriicksichtigen die

unterschiedlichen Schmelztemperaturen (T,,,) der jeweiligen Primer zur Anlagerung an spezifische

Zielsequenzen. Dabei gilt generell, dass die Temperatur des ,,Annealing™ niedriger gewahlt werden
muss als Tp,. Mit folgender Formel kann Ty, berechnet werden (nach NEWTON & GRAHAM, 1994):

Ty = 81,5+ 0,41 (GC-Gehalt in %) — 675/Primerlange
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Die Amplifikationen von Gensequenzen aus genomischer oder plasmidiarer DNA wurden nach
folgendem Standardprogramm durchgefiihrt.

Standardprogramm: 1. 95°C 5 min Pradenaturierung
U
2. 95°C 1 min Denaturierung
U
35 3. 45°C- 30 s- Primerbindung
Amplifikations- 72°C 1 min (,Annealing®)
zyklen U
4. 72°C 1 min/ Primerverlangerung
U 500 bp (,Extension®)
5. 4°C >0 min Klhlung nach Beendigung

der Reaktion

Die Temperatur der Primerverlingerung (,,Extension) von 72°C entspricht etwa dem

Aktivitdtsoptimum der hier verwendeten Polymerasen (HOGREFE et al., 2001).

2227.2 Amplifikation von Gensequenzen aus cDNA (RT-PCR)

Untersuchungen zur Genexpression wurden sowohl durch konventionelle PCR-Reaktionen als auch
durch semiquantitative ,,Real-Time-PCR* durchgefiihrt, in denen cDNA als ,,Template* diente. Zur

konventionellen Amplifikation von Gensequenzen aus cDNA wurde nach folgendem Pipettierschema

vorgegangen.
Pipettierschema: 4-5 pl cDNA-Synthese Reaktionsansatz
10-50 pmol Primer 1 (,sense®)
10-50 pmol Primer 2 (,antisense*)
200 uM dNTP-Mix
0-5 mM MgCly
5ul PCR-Puffer (10fach konzentriert)
1-5U Tag-Polymerase
ad 50 pl H.O

Das verwendete Programm entspricht dem in 2.2.2.7.1 beschriebenen, wobei die Zahl der
Amplifikationszyklen mit 25 bis 37 Zyklen der jeweiligen PCR-Dynamik nach variiert wurde, um
nicht in den Sattigungsbereich der PCR-Reaktion zu gelangen.

2.2.2.7.3 Semi-quantitative ,,Real-Time-PCR”

Zur semi-quantitativen Analyse der DAP-Kinase-Genexpression wurde ein ,,Real-Time-PCR-Assay*
fiir den LightCycler (Roche Diagnostics) entwickelt. Im Gegensatz zur Endpunktanalyse
konventioneller = PCR-Reaktionen ermdglicht die ,Real-Time“-Messung eine kinetische
Quantifizierung, wodurch eine Analyse in der logarithmisch-linearen Phase der PCR bei konstanter
Amplifikationseffizienz moglich ist (Technical Note No. LC 13/2001, Roche Applied Science). Zur
Normalisierung der DAP-Kinase-Expression wurde das Haushaltsgen Glyzerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) als Referenz separat amplifiziert. Alle PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe
des ,FastStart DNA Master SYBR Green [“ Kits (Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I interkaltiert dabei wéhrend der PCR-Reaktionen Sequenz-
unspezifisch in die neu synthetisierten doppelstringigen DNA-Molekiile, was eine Zunahme der
SYBR Green I-emittierten Fluoreszenz bei 520 nm zur Folge hat. Da die Einlagerung des Farbstoffes
proportional zur DNA-Menge ist, stellt die Fluoreszenz ein MaB fiir die DNA-Menge dar.
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Zur semiquantitativen ,,Real-Time*-Amplifikation von DAP-Kinase- und GAPDH-Gensequenzen aus
c¢DNA wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen.

Pipettierschema: 4 ul cDNA-Synthese Reaktionsansatz
0,5 uM Primer 1 (,sense")
0,5 uM Primer 2 (,antisense®)
3 mM MgCl,
2 ul FastStart Reaktions Mix (10fach konzentriert)
0,5U Uracil-N-DNA-Glykosylase (thermolabil)
ad 20 pl H,O

Der FastStart Reaktions-Mix enthédlt neben dem SYBR Green [-Farbstoff den dNTP-Mix mit dUTP
anstelle von dTTP, den 10fach konzentrierten PCR-Puffer und die 7ag-Polymerase. MgCl, diente als
Kofaktor der Polymerase. Die Zugabe der thermolabilen Uracil-N-DNA-Glykosylase ermdglichte den
selektiven enzymatischen Verdau potentiell kontaminierender dUTP-haltiger Amplifikate fritherer
PCR-Reaktionen wihrend eines initialen Inkubationsschrittes bei 30°C fiir 20 min. Direkt nach
Beendigung der PCR erfolgte eine Schmelzpunktanalyse der generierten PCR-Produkte. Bei
permanenter Messung der Fluoreszenz wird die Temperatur hierbei kontinuierlich von 82°C auf 95°C
erhoht, was die Aufschmelzung der doppelstringigen PCR-Produkte bewirkt. Die Trennung der
komplementdren DNA-Stringe hat die Freisetzung der interkalierten SYBR Green I-Molekiile zur
Folge, was zu einer Abnahme der Fluoreszenz fiihrt. Der T,-Wert der Amplifikate ist als die
Temperatur mit der hdchsten Andemng der Fluoreszenz pro Zeitintervall (dF/dt,.x) definiert und
diente zur Identifikation von PCR-Produkten. Die Amplifikationen von DAP-Kinase- und GAPDH-
Gensequenzen aus cDNA wurden nach folgendem Standardprogramm durchgefiihrt.

Standardprogramm: 1. 30°C 20 min Abbau dUTP-haltiger Amplifikate
U (potentielle Kontaminatiosquelle)
2. 95°C 10 min Pra-Denaturierung
U
3. 95°C <1s Denaturierung
U
50 4. 66°C- 10s Primerbindung (,Annealing®)
Amplifikations- J
zyklen 5. 72°C 20s Primerverlangerung (,Extension®)
U
6. 72°C <1s Fluoreszenzdetektion
U

Schmelzpunktanalyse

Nach Beendigung der Schmelzpunktanalyse werden die PCR-Produkte auf 30°C heruntergekiihlt
wodurch sich die komplementiren DNA-Stringe wieder aneinander anlagern konnten (,,Re-
Annealing™), so dass anschlieBend eine gel-elektrophoretische Auftrennung (2.2.2.10) der

Reaktionsansitze moglich war.

22274 Methylierungs-spezifische PCR (MSP)

Die Methylierungsspezifische PCR (MSP) zur Analyse des Methylierungsstatus des DAP-Kinase-
Promotors wurde nach der Methode von KATZENELLENBOGEN et al. (1999) durchgefiihrt, wobei die
genomische DNA zuvor durch die Behandlung mit Natrium-Bisulfit chemisch modifiziert werden
musste. Hierbei werden alle nicht-methylierten Cytosinreste innerhalb der DNA zu Uracilresten
desaminiert, wihrend methylierte Cytosinreste von dieser Modifikation nicht betroffen sind (WANG et

al.,, 1980). In einer anschlieBenden PCR mit der so modifizierten DNA als ,,Template* konnen
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Primerpaare gewihlt werden, die spezifisch nur an urspriinglich unmethylierte (in Sequenz: C — U
Konversion) bzw. methylierte (in Sequenz: C™ — C) DNA-Bereiche binden und diese amplifizieren.
Anhand des Primerpaares, das innerhalb der PCR ein Fragment liefert kann auf den
Methylierungszustand der unmodifizierten Ausgangs-DNA riick geschlossen werden (HERMAN et al.,
1996).

2.2.2.7.41 Natrium-Bisulfit-Umwandlung von genomischer DNA

Nach einer Methode von FROMMER et al. (1992) wurden 1-2 pg genomischer DNA in 50 pl H,O
verdiinnt und durch Zugabe von 5,5 ul 2 M NaOH fiir 10 min bei 37°C denaturiert. Im Anschluss
daran wurden 30 pl 10 mM Hydroquinon sowie 520 pl einer 3 M Natrium-Bisulfit Lésung (pH 5,0)
hinzu pipettiert, durchgemischt und fiir 16 h bei 50°C inkubiert, wobei eine Uberschichtung mit
Mineral6l das Kondensieren der Losung am GefaB3deckel verhinderte. Nach Beendigung der Reaktion
wurde das Mineraldl entfernt, die modifizierte DNA (DNA,,q) mit Hilfe des ,,QIAquick PCR
Purifikation Kit“ (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 50 pul H,O eluiert. Durch
Zugabe von 5,5 pl einer 3 M NaOH Losung wurde die DNA,oq fiir 5 min bei RT denaturiert und
anschliefend gefillt (2.2.2.4) wobei Heringssperma-DNA als Trager-DNA diente. Die prézipitierte
DNA,,q wurde anschlieBend in 20 pl H,O aufgenommen, direkt weiter verarbeitet oder bei -80°C

gelagert.

222742 Amplifikation von Gensequenzen aus DNA nach Natrium-Bisulfit-
Modifikation

Zur Amplifikation von Gensequenzen aus Natrium-Bisulfit modifizierter DNA wurde nach folgendem
Pipettierschema vorgegangen.

Pipettierschema: 3ul genomische DNAmqq
15 pmol Primer 1 (,sense®)
15 pmol Primer 2 (,antisense®)
200 pM dNTP-Mix
5ul PCR-Puffer (10fach konzentriert)
1,25U Taq -Polymerase
ad 50 pl H,O

Primer 1 und 2 (KATZENELLENBOGEN et al.,, 1999) definieren die jeweilige Zielsequenz der
genomischen DNA,,,4, Wwobei ein Primerpaar spezifisch nur methylierte DNA-Bereiche binden konnte
und ein zweites spezifisch fiir unmethylierte DNA-Bereiche war. Durch zwei separate PCR-
Reaktionen mit identischem ,,Template” und jeweils einem Primerpaar konnte je nach erfolgter
Amplifikation auf den Methylierungszustand der Ausgangs-DNA riick geschlossen werden.

Die Amplifikationen von Gensequenzen aus genomischer DNA,,s wurden nach folgendem

Standardprogramm durchgefiihrt

Standardprogramm: 1. 95°C 5 min Pra-Denaturierung
U
2. 95°C 1 min Denaturierung
40 U
Amplifikations- 3. 66°C- 1 min Primerbindung (,Annealing“)
zyklen U
4. 72°C 1 min Primerverlangerung (,Extension®)
U
5. 4°C >0 min Kihlung nach Beendigung

der Reaktion



Material & Methoden 36

22275 Direkte PCR-Amplifikation auf bakteriellen Kolonien:
»colony screening“

Mit dieser Methode wurden bakterielle Zellklone auf das Vorhandensein definierter DNA-Sequenzen
getestet. Dazu wurden Aliquots einzelner Kolonien von einer zu untersuchenden Agarplatte mit Hilfe
steriler Zahnstocher zunédchst in 40 pl H,O, dann in 300 ul YT-Medium mit Antibiotikumzusatz
iibertragen. Fiir die direkte PCR-Amplifikation wurden die angeimpften H,O-Proben zunéchst 5 min
in einer Mikrowelle gekocht und die durch die Hitzedenaturierung entstandenen Zelltrimmer 1 min
bei 20000 x g abzentrifugiert. 10 ul des Uberstandes wurden dann in die PCR eingesetzt. Das

verwendete Programm entspricht dem in 2.2.2.7.1 beschriebenen.

Pipettierschema: 15 pmol Primer 1 (,sense®)
15 pmol Primer 2 (,antisense®)
200 uM dNTP-Mix
5ul PCR-Puffer (10fach konzentriert)
2U Tag-Polymerase
ad 40 pl H,O
+10 pl plasmidhaltige Suspension hitzedenaturierter Zellklone

22276 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzanalysen wurden mit dem ,,BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit*
von Applied Biosystems (Weiterstadt) modifiziert nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als
»lemplates wurden sowohl PCR-Amplifikate als auch Plasmide verwendet. Daraus ergaben sich
folgende Pipettierschemata (A fiir PCR-Amplifikate und B fiir Plasmid-DNA).

Pipettierschema A: 5 pmol Primer
100 ng PCR-Amplifikate
2l Terminator Ready Reaction Mix
ad 10 pl H.O

Pipettierschema B: 10 pmol Primer
0,8 ng Plasmid-DNA
2 pul Terminator Ready Reaction Mix
ad 10 pl H.O

In Abweichung von den Angaben im mitgelieferten Manual wurden die Konzentrationen sowohl an
Primer als auch an PCR-Amplifikaten bzw. Plasmid-DNA verdoppelt.
Beim vorgegebenen Standardprogramm wurden die Amplifikationszyklen von 25 auf 30 erhoht.

Standardprogramm: 1. 95°C 5 min Pra-Denaturierung
U
2. 95°C 10s Denaturierung
30 y
Amplifikations- 3. 50°C 5s Primerbindung (,Annealing*)
zyklen U
4. 60°C 4 min Primerverlangerung (,Extension®)
U
5. 4°C >0 min Kuhlung nach Beendigung

der Reaktion

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Reaktionsansdtze mit dem ,,Dye Ex-Spin Kit“

(Qiagen, Hilden) nach den Protokollangaben des Herstellers aufgereinigt in Sequenzierrohrchen
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iiberfiihrt und mit Hilfe des Genetic Analyzer 310 von Applied Biosystems (Weiterstadt) analysiert.
Die Auswertung von Sequenzierreaktionen erfolgte mit der Software ,,DNA-Star".

22277 Zweistufige PCR

Die Zweistufige PCR wurde modifiziert nach HO et al. (1989) durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst
getrennt ein 5°- und ein 3°‘-Amplifikat nach dem Pipettierschema und Standardprogramm in 2.2.2.7.1
erzeugt. Die dabei eingesetzten nicht-flankierenden Primer waren dabei in Teilbereichen
komplementédr zueinander, so dass eine Anlagerung, Paarung und Verldngerung der beiden
Amplifikate in einer zweiten PCR moglich war. Diese zweite PCR wurde nach folgendem
Pipettierschema und Standardprogramm durchgefiihrt.

Pipettierschema: 200 ng Amplifikat des 5'-Fragments
200 ng Amplifikat des 3'-Fragments
15 pmol flankierender 5°-Primer
15 pmol flankierender 3‘-Primer
200 uM dNTP-Mix
5pul PCR-Puffer (10fach konzentriert)
2U Pfu-Polymerase
ad 50 pl H,O
Standardprogramm: 1. 95°C 5 min Pra-Denaturierung
U
2. 95°C 1 min Denaturierung
U
35-40 3. 45°C- 30 s- Anlagerung der Amplifikate
Amplifikations- 60°C 1 min
zyklen U
4. 72°C 500 bp/ Paarung und Verlangerung
U min der Amplifikatpopulationen
5. 4°C >0 min Kihlung nach Beendigung

der Reaktion

Die Amplifikate der zweiten PCR wurden entweder phosphoryliert und in ,, blunt-end “-restringierte

Plasmide oder nach Restriktion in entsprechende ,,sticky-end* restringierte Plasmide kloniert.

2.2.2.8 DNA-Restriktion

Restriktionsansitze wurden meist in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt und anschlieBend auf
einem Agarosegel aufgetragen. Die optimalen Reaktionsbedingungen der jeweiligen
Restriktionsenzyme (Puffermedien, Temperatur etc.) wurden entsprechend den Angaben der
Herstellerfirmen (MBI Fermentas [St. Leon-Rot], NEB [Schwalbach] bzw. Gibco BRL [Eggenstein])
gewaihlt.

Pipettierschema: <2ug DNA
2l Restriktionspuffer (10fach konzentriert)
2-10U Restriktionsenzym
ad 20 pl H.0

2.2.2.9 Enzymatische DNA-Modifikation

Restringierte Plasmid-DNA, DNA-Fragmente oder PCR-Amplifikate mufiten unter bestimmten
Bedingungen zur Vorbereitung von Ligationsansidtzen durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase
(CIAP) oder T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) modifiziert werden. Dabei wurden die Ansétze

meistens auf ein Volumen von 20 pl begrenzt und sowohl die mitgelieferten Reaktionspuffer
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verwendet, als auch die optimalen Reaktionsbedingungen (Temperatur etc.) nach Angaben der
Hersteller (MBI Fermentas [St. Leon-Rot], NEB [Schwalbach] bzw. Gibco BRL [Eggenstein])
eingehalten.

22291 Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Vektoren wurden nach der Restriktion mit Alkalischer Phosphatase aus Kélbermagen (CIAP) 30 min
bei 37°C dephosphoryliert, um unerwiinschte Religationen zu verhindern.

Pipettierschema: <2ug Vektor-DNA
2l CIAP-Puffer (10fach konzentriert)
1U Alkalische Phosphatase (CIAP)
ad 20 pl H.O

2.2.29.2 Behandlung mit T4-Polynukleotidkinase

PCR-Amplifikate mufiten vor der Ligation in einen restringierten und dephosphorylierten Vektor
durch eine T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) phosphoryliert werden, da die bei der PCR benutzte
Pfu-Polymerase ,,glatte*, nichtphosphorylierte Enden erzeugt.

Pipettierschema: <2pug PCR-Amplifikate
2ul T4-PNK-Puffer (10fach konzentriert)
10U T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)
10 uM ATP
ad 20 pl H,O

2.2.210 Native Agarose-Gelelektrophorese

Restringierte Plasmidvektoren, DNA-Fragmente und PCR-Amplifikate wurden nach ihrer GrofBe
(Basenpaaranzahl) in horizontalen Agarosegelen elektrophoretisch voneinander getrennt. Bei
préparativen Gelen, aus denen DNA herausgeschnitten und extrahiert werden sollte, wurde eine
konstante Spannung von 80 V, bei analytischen Gelen, auf die ,,Kontrollrestriktionen* aufgetragen
wurden, eine von 120 V angelegt. Dabei diente TBE als Laufpuffer. Verwendet wurden SeaPlaque
GTG Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf) oder Low Melting Agarose (peqLab, Erlangen) fiir
praparative und peqGold Agarose (peqlLab, Erlangen) fiir analytische Gele. Die
Elektrophoresekammern stammten von Pharmacia Biotech (Freiburg). Als GroBenstandard wurde die
100 bp-Leiter oder die 1 Kb-Leiter von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Dokumentiert
wurden die gelelektrophoretischen Auftrennungen von DNA mit Hilfe eines Video Copy Processor
Systems von Mitsubishi (Mitsubishi - German Branch, Ratingen).

Zusammensetzung der einzelnen Komponenten:

TBE-Puffer: 90 mM  Tris/Borsaure; pH 8,0 5xDNA-Gelladepuffer: 100 mM Tris/Borat; pH 8,0
90 mM  Borséure 50% (viv) Glycerin
2mM EDTA 0,2% (w/v) SDS
0,1% (w/v) Bromphenolblau
Agarosegel: 0,8-3,5% (w/v) Agarose in 100 ml TBE-Medium gekocht,
(nativ) nach Abkuhlung auf unter 60°C versetzt mit

5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml Stammlésung)
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2.2.211 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Integritit isolierter RNA wurde diese auf horizontalen Agarosegelen unter
denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und anhand der 28S- und 18S-rRNA
Banden die Qualitdt der Gesamt-RNA abgeschétzt. Die Proben wurden zuvor fiir 5 min bei 65°C
inkubiert, mit RNA-Gelladepuffer versetzt und schlieBlich mit einer konstanten Spannung von 100 V
elektrophoretisch aufgetrennt. In diesem Fall diente FA als Laufpuffer versetzt mit 7,4% (v/v)
Formaldehyd, um die Riickbildung von Sekundéarstrukturen der RNA wéhrend der Elektrophorese zu

unterbinden. Die Dokumentation erfolgte wie unter 2.2.2.10 beschrieben.

FA-Puffer: 20mM  MOPS, pH7,0 5xRNA-Gelladepuffer: 80 mM MOPS, pH 7,0
5 mM Natriumacetat 20 mM Natriumacetat
1mM  EDTA 4 mM EDTA

20% (viv) Glycerin

14% (vIv) Formaldehyd
30% (v/v) Formamid

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Agarosegel: 1,2% (w/v) Agarose in 77 ml FA-Medium gekocht

(denaturierend) nach Abkuhlung auf unter 60°C versetzt mit
5l Ethidiumbromid (10 mg/ml Stammldsung)

7,4% (vIv) Formaldehyd

Alle Losungen wurden mit DEPC-H,O hergestellt.

2.2.212 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

PCR-Produkte und restringierte (und gegebenenfalls modifizierte) DNA-Fragmente wurden nach ihrer
elektrophoretischen Auftrennung unter UV-Licht (A = 312 nm) aus dem Gel herausgeschnitten und
mit Hilfe des ,,QIAquick Gel Extraction kit“ nach Angaben des Herstellers (Qiagen) eluiert.

2.2.213 DNA-Ligation

Aus préparativen Agarosegelen extrahierte DNA-Fragmente wurden (Vektor- und Insertionsfragmente
in einem molaren Verhéltnis von 1:3) mit T4-DNA-Ligase und entsprechendem Reaktionspuffer
(beide von MBI Fermentas oder NEB) versetzt und der Ansatz mindestens 3 h bei 16°C oder 12h bei
4°C inkubiert.

Pipettierschema: 50-100 ng Vektor- und Insertionsfragmente in einem
molaren Verhaltnis von 1:3
2l T4-DNA-Ligasepuffer (10fach)
5U T4-DNA-Ligase
ad 20 pl H.0

2.2.214 Insertion einer Oligonukleotidenkassette

Oligonukleotidpaare wurden als doppelstringige DNA-Kassetten in Plasmide eingefiihrt. Dazu
wurden zundchst die einzelstringigen komplementidren Oligonukleotide (hergestellt von MWG,
Ebersberg) auf eine Endkonzentration von 2 pmol/ul in H,O verdiinnt, auf 100°C erhitzt und dann bei
Raumtemperatur abgekiihlt, um die Anlagerung der komplementéren Bereiche der Oligonukleotide zu
gewihrleisten. Anschlieend wurden die {iberhdngenden Enden durch die T4-Polynukleotidkinase 1 h

bei 37°C phosphoryliert, die Reaktion 20 min bei 65°C abgestoppt und die komplementiren,
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phosphorylierten Oligonukleotidkassetten nach dem folgenden Pipettierschema in restringierte

Plasmid-Vektoren durch Ligation inseriert.

Pipettierschema: 2 pmol Oligonukleotidkassette (5-phosphoryliert)
50 ng Plasmid-Vektor (restringiert und dephosphoryliert)
2l T4-DNA-Ligasepuffer (10fach)
5U T4-DNA-Ligase
ad 20 pl H.0

2.2.215 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen wurden nach einer Methode von HANAHAN (1983) hergestellt. Dazu wurden
200 ml YT 1:100 mit einer 5 ml-Ubernachtkultur angeimpft, bis zu einer OD bei 600 nm von 0,4-0,5
wachsen gelassen und 10 min bei 5000 x g und 4°C pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
50 ml TFB 1 resuspendiert, 10 min auf Eis gekiihlt und nochmals bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert.
Dann wurden die Zellen in 8 ml TFB 2 resuspendiert, in 100 pl-Portionen aliquotiert, in fliilssigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

TFB 1: 30 mM Kaliumacetat/Essigséaure; pH 5,8 TFB 2: 10 mM MOPS; pH 7,0
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,
100 mM RbCI 10 mM RbClI
10 mM CaCl, 15% (v/v) Glycerin

15% (vIv) Glycerin

2.2.2.16 Transformation

Ein 100 pl-Aliquot kompetenter Zellen wurde aufgetaut, mit préparierter Plasmid-DNA (> 10 ng)
oder Ligationsansatz (10-20 ul) versetzt, gemischt und 20 min auf Eis gekiihlt. Darauf folgend wurde
der Transformationsansatz 90 s auf 42°C erhitzt und 2 min ins Eisbad gestellt. Danach wurden 900 pl
YT zugegeben, der Ansatz 1 h bei 37°C inkubiert und schlieBlich auf Selektionsplatten (YT/Agar mit
entsprechenden Antibiotikazusdtzen) ausgestrichen.

Abhéngig vom Zielvektor und des zu transformierenden Bakterienstammes bestand die Moglichkeit,
mit Hilfe der Lac-Selektionsmethode (BROWN, 1991) Klone zu detektieren, in deren Plasmide
restringierte Fragmente oder PCR-Amplifikate insertiert wurden. Fiir diese Nachweisreaktion wurden
80 pl Bluo-gal (2% [w/v] in Dimethylformamid) und 10 pl IPTG (2% [w/v] in H,O) direkt vorm

Ausplattieren transformierter Zellen ausgestrichen.

223 Zellbiologische Methoden

2.2.31 Kultivierung von humanen Zelllinien

In dieser Arbeit wurden verschiedene Nierenkarzinom-Zelllinien, sowie HEK293-, HepG2- und HeLa-
Zellen (alle adhdrent wachsend) und die leukdmischen Suspensionszelllinien Raji verwendet (vgl. Tab.
2.1.6). Alle adhirenten Zellen wurden in der Regel mit 0,4 ml Medium/cm® KulturgeféBfliche und
Raji mit 4 x 10° Zellen pro ml Medium kultiviert, wobei die Zellen kontinuierlich in der
logarithmischen Wachstumsphase gehalten wurden, um eine Selektion und Synchronisation der Zellen

zu vermeiden.
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22311 Kultivierung von Nierenkarzinom-Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Nierenkarzinom-Zelllinien sind aus Primédrtumoren vom
histologisch klarzelligen, chromophil/papilldren und chromophoben Subtyp des Nierenzellkarzinoms
etabliert worden (GERHARZ et al., 1993). Die Zellen wurden bei 37°C und einer Atmosphére von 5%
(v/v) CO; in folgendem Nahrmedium kultiviert:

DMEM-Medium ergénzt mit 10% (v/v) FBS (nicht Hitze inaktiviert)
2mM Glutamin
200 mgl/l Arginin
72 mg/l Asparagin
10 mM HEPES, pH 7,4
100 U/ml Penicillin
100 pg Streptomycin
2.2.31.2 Kultivierung sonstiger Zelllinien

HEK293-, HepG2- und HeLa-Zellen wurden in folgendem Nahrmedium bei 37°C und einer

Atmosphire von 5% (v/v) CO, kultiviert:

DMEM-Medium erganzt mit 10% (v/v) FBS (Hitze inaktiviert)
2mM Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg Streptomycin

Raji-Zellen wurden bei 37°C und einer Atmosphire von 5% (v/v) CO, in folgender Néhrlosung

kultiviert:

RPMI-Medium erganzt mit 10% (v/v) FBS (Hitze inaktiviert)
2mM Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 ug Streptomycin

Das Abldsen der adhirent-wachsenden Zellen zum Passagieren oder Ernten erfolgte durch Inkubation
der Zellkultur mit 20-50 ul/cm” PBS versetzt mit 0,05% (v/v) EDTA (Gibco BRL Life Technologies,
Eggenstein) fiir 5-10 min oder durch Inkubation mit 20-50 ul/cm® PBS versetzt 0,05% (v/v) EDTA
(Gibco) und 10% (v/v) Trypsin (Sigma) fiir 30-60 s.

2.2.3.2 Isolierung und Stimulierung von mononukledren Zellen aus humanem
peripheren Blut (peripheral blood mononuclear cells - PBMCs)

Mononukledren Zellen wurden aus tagfrischen Blutkonserven von nicht miteinander verwandten
Spendern, mittels Dichtegradienten-Zentrifugation in Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech) aus
peripherem Blut isoliert. 80-100 ml Blut wurden hierfiir mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 175 ml
verdiinnt, in 5 x 50 ml Falcon-Réhrchen auf vorglegten 15 ml Ficoll-Hypaque-Kissen iiberschichtet
und mit 580 x g fiir 20 min bei RT zentrifugiert. Die Lymphozyten und Monozyten sammeln sich
hierbei entsprechend ihrer spezifischen Dichte in der Interphase zwischen dem Uberstand, der das
Plasma und die Thromobozyten enthélt, und dem Ficoll-Hypaque an. Das Zentrifugationspellet bilden
Erythrozyten und Granulozyten, die eine hdhere Dichte besitzen. Die Interphase wurde vorsichtig
abgesaugt und in ein neues 50 ml Falcon Rohrchen iiberfiihrt, mit PBS aufgefiillt und bei 260 x g fiir
5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet, das die PBMCs enthielt,

wurde mit 2 ml 0,8% (w/v) NH4Cl resuspendiert und fiir 5 min bei 4°C inkubiert, um restliche in der
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PBMC-Population verbliebene Erythrozyten zu lysieren. Darauthin wurden die Zellen nochmals mit
PBS gewaschen, bei 260 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert und das resultierende Pellet in 10 ml Raji-
Zellen-Medium (2.2.3.1.2) resuspendiert. Diese Zellen stellten eine Mischpopulation aus B- und T-
Zell-Lymphozyten dar. Die Zellzahl wurden nach der unter 2.2.3.3 beschriebenen Methode bestimmt
und 50% der Zellen in 5 x 10° Zellen/ml Medium ausgesit. Der Anteil nicht ausgesiter Zellen wurde
bei 260 x g fiir 5 min abzentrifugiert und direkt lysiert oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C

gelagert.

2.2.3.21 Selektive Aktivierung von T-Zell-Lymphozyten und deren Kultivierung

Um die ruhenden PBMCs zur Proliferation zu aktivieren wurde das Medium mit 10 pg/ml des Lektins
Concanavalin A (Sigma) ergidnzt, das als polyklonales Mitogen wirkt und selektiv T-Zell-
Lymphozyten zur Teilung stimuliert (PALACIOS, 1982). Die Zellen wurden 3-6 Tage kultiviert und
nach Einsetzten der Proliferation (lichtmikroskopisch erkennbar an der typischen Blastenbildung)
durch Zentrifugation bei 260 x g fiir 5 min geerntet, anschlieBend in dem jeweiligen Lysepuffer
resuspendiert und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.2.3.3 Zellzahlbestimmung mit der ,,Neubauer-Kammer*

Die Zellzahl wurde durch lichtmikroskopisches Auszéhlen eines Aliquots Zellsuspension (bei
Suspensionszellen direkt aus der Kultur entnommen und bei adhdrenten Zellen nach Ablésen der
Zellen vom Untergrund (2.2.3.1.2) nach Farbung mit 0,2% (v/v) Trypanblau (Seromed Biochrom KG,
Berlin) in einer Neubauerzdhlkammer ermittelt. Der Farbstoff farbt dabei aufgrund seiner
Membranundurchléssigkeit lediglich tote Zellen blau an, lebende erscheinen weill. Die lebenden
Zellen in allen 8 Eckquadraten der Neubauerkammer wurden gezihlt und die Zellkonzentration der

Zellsuspension mit folgender Formel berechnet:

Zellzahlg,, [Zellen/ml] =n/8 x 10* x Verdiinnungsfaktor

13

,n“ steht fiir die Menge an gezihlten Zellen, 10* stellt den Kammerfaktor dar und der
Verdiinnungsfaktor ergibt sich durch die Zugabe des entsprechenden Volumens an Trypanblau oder
PBS.

2.2.34 Messung der Zellproliferation durch ,,MTT-Assay“

Die Messung der Zellproliferation durch ,,MTT-Assay“ wurde nach einer Methode von MOSMANN
(1983) durchgefiihrt. Sie basiert auf der Umsetzung des gelb gefarbten 3-[4,5-dimethylthialzol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT, Thiazolyl Blue, Sigma) zu einem dunkelbraun gefarbten
Formazanprodukt durch mitochondriale Dehydrogenasen. Die relative Menge an Endprodukt ist durch
Absorptionsmessung bestimmbar und direkt proportional zur Lebendzellzahl. Die MTT-Messung
erfolgte in 96-well-Zellkulturplatten, in denen je nach Zelltyp und experimentellem Hintergrund
zwischen 2500 und 10000 Zellen pro ,,well” in 150 ul Medium ausgesédt wurden. Zum Zeitpunkt der
Zellzahlbestimmung wurden 50 ul MTT-Losung (5 mg/ml PBS) in jedes ,,well pipettiert und die
Zellkulturplatte darauthin 4 h bei 37°C und einer Atmosphidre von 5% (v/v) CO, inkubiert. Im
Anschluss wurde das komplette Medium/MTT-Gemisch abgenommen und die Zellen durch Zugabe
von 150 pl DMSO pro ,,well“ unter schiitteln 10 min bei RT lysiert. Die Absorption wurde mit einem
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Multiscan Plus ELISA-Reader von Titertek (Huntsville, Alabama, USA) bei 570 nm gemessen. Die
Zellzahl wurde anschlieBend anhand einer vorher erstellten Standardkurve ermittelt oder prozentual

relativ zur jeweils spezifischen Kontrolle angegeben.

2235 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Unter dem Begriff ,,Transfektion” versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische
Zellen, was entweder durch physikalische und/oder chemische Methoden erreicht werden kann. Bei
denen in dieser Arbeit verwendeten chemischen Transfektionsreagenzien ,,PolyFect™ (Qiagen) und
»~Fugene”“ (Roche Diagnostics) handelt es sich um aktivierte Dendrimere (PolyFect) bzw. ionische
Lipidgemische (Fugene), die mit der zu transfizierenden DNA Komplexe ausbilden, die eine erhdhte
Affinitdt zur Zellmembran besitzen. Durch Fusionieren mit der Zellmebran und Endozytoseprozessen
gelangt die DNA ins Zellinnere und kann schlieBlich exprimiert werden. Fiir die transiente
Transfektion von HeLa- und HEK293-Zellen mit PolyFect wurde modifiziert nach den

Protokollangaben des Herstellers verfahren und fiir folgende Zellkulturformate jeweils eingesetzt:

Zelllinie Format ausgesate Zellzahl DNA (upg) PolyFect (ul)
Hela 6-well 5x10° 2 12

10 cm-Schale 4x10° 8 50
HEK293 6-well 6x10° 2,5 20

10 cm-Schale 3x10° 10 80

HepG2-Zellen wurden mit PolyFect gemi3 dem Protokoll fiir HeLa-Zellen transfiziert. Bei allen
Transfektionen mit Fugene wurde entsprechend den Herstellerangaben ein DNA-Fugene Verhéltnis
von 1:3 gewdbhlt.

48 h nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen geerntet und in der Regel lysiert oder iiber FACS—
Messung (2.2.3.7) bzw. Bestimmung der Luciferaseaktivitit (2.2.3.9) weiter analysiert.

2.2.3.6 Herstellung stabiler Transduktanten durch Retroviralen Gentransfer

Da sich Nierentumorzelllinien neben einer starken Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika und
Strahlentherapie (vgl. 1.1.1) auch durch eine schlechte Transfizierbarkeit mit herkommlichen
Transfektionsmethoden auszeichnen, wurde ein retrovirales Transduktionssystem zur genetischen
Manipulation der Nierentumorzellen verwendet. Hiefiir wurden zuvor sogenannte Verpackungs-Zellen
mit dem retroviralen Zielplasmid transient transfiziert. Diese Zellen enthalten stabil ins Genom
inkorporierte Virus-Gene und sind in der Lage, zusammen mit den auf dem retroviralen Zielplasmid
kodierten Virus-Genen, vollstindige, infektiose und das Ziel-Gen enthaltene Viruspartikel zu
produzieren. Diese werden von den Verpackungs-Zellen ins Medium abgegeben und konnten geerntet

und zur Infektion der (Nierenkarzinom-) Zielzellen eingesetzt werden.

2.2.3.6.1 Herstellung virushaltiger Uberstinde

Die Hiillproteine der Retroviren bestimmen ihre Wirtsspezifitdt, indem sie nur an spezifische
Rezeptoren auf der Zelloberfliche binden und {iber diese ins Zellinnere gelangen kdnnen. Im Vorfeld
ist daher eine Uberprifung der Zielzellen hinsichtlich der Expression entsprechender

Oberflachenrezeptoren notwendig. Derartige Rezeptoren sind zum Beispiel der Natrium-abhéngige
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Phosphatsymporter Ram-1, iiber den amphotrope Viren in die Zielzelle eindringen kdnnen
(KAVANAUGH et al.,, 1994). Da Nierenkarzinom-Zelllinien diesen Rezeptor ebenfalls auf der
Zelloberflache exprimieren (unverdffentlichte Daten, personliche Mitteilung von Herrn Dr.
Mohammed Hassan), wurde die Verpackungs-Zelllinic BD AmphoPack™ der Firma Clontech
verwendet, welche die virale RNA in amphotrope Viren verpackt. Einen Tag vor Transfektion wurden
hierfiir 4,5 x 10° Zellen der Verpackungs-Zellline in einer 10 cm-Schalen ausgesit, nach 24 h wie
unter 2.2.3.5 beschrieben mit 20 pg Plasmid-DNA und 60 pl Fugene in 7 ml Zielzellmedium
transfiziert und fiir 48 h bei 37°C und einer Atmosphére von 5% (v/v) CO, inkubiert. Im Anschluss
wurde das Virus-enthaltenen Medium von den Zellen abgenommen, sterilfiltriert (Filter mit 0,45 pm
Porengrofle, Millipore, Schwalbach), wie unter 2.2.3.6.2. beschrieben direkt weiter verarbeitet oder bei
-80°C den Sicherheitsvorschriften fiir Gentechnik entsprechenden gelagert.

Alle infektidsen Uberstinde wurden in den Laboren der Kinderklinik des Universititsklinikums

Diisseldorf in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Helmut Hanenberg hergestellt.

2.2.3.6.2 Retrovirale Infektion und Selektionierung stabiler Transduktanten

24 h vor Infektion wurden 5000 Zellen der zu infizierenden Zelllinie in einer 10 cm-Schale ausgesét
und bei 37°C und einer Atmosphére von 5% (v/v) CO, inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden
die Zellen zunéchst zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 48 h mit 7 ml sterilfiltriertem
infektiosen Uberstand aus der unter 2.2.3.6.1 beschriebenen transienten Transfektion der
Verpackungs-Zellline inkubiert. Fiir eine Erh6hung der Virusaffinitit zur Zellmembran (und der damit
verbundenen Transduktionseffizienz) wurde das Medium zusétzlich mit 10 ug/ml des Polykations
Protaminsulfat (Sigma) versetzt. 48 h nach Beginn der Infektion wurde nach zweimaligem Waschen
mit PBS frisches Medium zu den Zellen gegeben. Da das in dieser Arbeit verwendete retrovirale
Plasmid fiir eine G418/Neomycin Resistenz kodiert, wurde das Medium mit 0,8 mg/ml des
Antibiotikums Geneticin (Gibco) ergidnzt, wodurch nicht stabil transduzierte Zellen aus der Zellkultur
heraus selektioniert werden konnten. Innerhalb von > 21 Tagen konnte so eine 80-100% stabil-
transduzierte Zelllinie generiert werden. Um die Heterogenitét der Nierenkarzinom-Zelllinien aufrecht

zu erhalten, wurde keine klonale Selektion der transduzierten Zellen vorgenommen.

2237 Durchflusszytometrische Analysen (FACS - Fluorescence Activated
Cell Sorting)

In dieser Arbeit wurden FACS-Analysen zur Bestimmung der Transfektionseffizienz durchgefiihrt und
dienten zur Bestimmung der Apoptosehdufigkeit. Alle Messungen wurden mit einem FACSCalibur
(Becton, Dickinson, Heidelberg) im entsprechenden Fluoreszenzkanal durchgefiihrt, wobei jeweils
10000 Ereignisse aufgenommen wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software
WinMDI Version 2.8.

2.23.71 Bestimmung der Transfektionseffizienz durch GFP Detektion

Zur FACS-Analyse von GFP- bzw. GFP-Fusionsprotein-iiberexprimierender Zellen nach Transfektion
bzw. Transduktion wurden diese wie unter 2.2.3.1.2 beschrieben mit Trypsin abgelost, in 15 ml Falcon
Rohrchen iberfithrt und fiir S min mit 300 x g bei RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde

anschlieBend mit PBS resuspendiert und unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde daraufhin verworfen, das Zellpellet in 4 ml 70% (v/v) Ethanol in PBS aufgenommen
und die Zellen 16 h bei 4°C fixiert. Nach Beendigung der Fixierung wurden die Zellen mit 300 x g bei
RT fiir 5 min zentrifugiert, erneut mit PBS gewaschen und abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Pellet entsprechend der Zellmenge in 0,5 bis 3 ml FACS-Puffer (3% (v/v) FBS in PBS) aufgenommen,
in FACS-Ro6hrchen tiberfiihrt und im Durchflusszytometer analysiert.

223.7.2 Bestimmung der Transfektionseffizienz durch Farbung des
CD95-Rezeptors

Die Transfektion und damit verbundene Expression des CD95-Rezeptors diente in erster Linie als
Apoptose-Induktor wurde aber zugleich zur durchflusszytometrischen Bestimmung der jeweiligen
Transfektionseffizienz verwendet. Hierfiir wurden die zu untersuchenden Zellen abgelost (2.2.3.1.2),
in 15ml Falcon Rohrchen {iiberfithrt und fiir 5 min mit 300 x g bei RT abzentrifugiert. Das
resultierende Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und fiir die Zellzahlbestimmung ein Zellaliquot
entnommen (2.2.3.3). Die restlichen Zellen wurden erneut abzentrifugiert und in 100 ul FACS-Puffer
pro 1 x 10° Zellen resuspendiert. 100 ul Zellsuspension wurden anschlieBend mit 20 pl einer 1/20
Verdiinnung des FITC-gekoppelten CD95-Antikorpers (Serotec) bzw. der entsprechenden
Isotypenkontrolle (DakoCytomation) versetzt und fiir 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im
Anschluss daran wurden 8 ml PBS hinzu gegeben, der Ansatz erneut mit 300 x g fiir 5 min bei RT
zentrifugiert und der Uberstand danach dekantiert. Die Zellen wurden darauthin in 100 pl FACS-
Puffer resuspendiert, in FACS-Rdhrchen tiberfiihrt und im FACS-Gerét analysiert.

22373 Apoptose-Bestimmung durch Annexin-V Farbung

Die Quantifizierung der Apoptosehdufigkeit von Zellen erfolgte mit dem ,,Annexin V-PE Apoptosis
Detection Kit* (Becton-Dickinson) und wurde modifiziert nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Annexin V ist ein Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitit zu Phosphatidylserin
(RAYNAL & POLLARD, 1994). Wihrend der Apoptose wird Phosphatidylserin in der dufleren Halfte
der Zellmembran exponiert (VERMES et al., 1995), was mit Hilfe von Annexin V, hier konjugiert mit
dem Farbstoff Phycoerythrin (PE), detektiert werden kann. Uber diese Methode ist somit ein
Quantifizierung apoptotischer Zellen moglich (VAN ENGELAND et al., 1996). Die zu untersuchenden
Zellen wurden hierfiir nach Abldsen mit Trypsin (2.2.3.1.2) gezahlt (2.2.3.3) mit PBS gewaschen und
in 15 ml Falcon Roéhrchen fiir 5 min mit 300 x g bei RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl
Bindungs-Puffer pro 1 x 10° Zellen aufgenommen und 100 pl Zellaliquots wurden mit jeweils 5 pl
Annexin V-PE- und/oder 5 pl 7-AAD-Firbelosung versetzt. Nach 15 min Inkubation bei RT im
Dunkeln wurden die Ansédtze mit jeweils 200 ul Bindungs-Puffer erginzt, in FACS-Rohrchen
iiberfiihrt und durchflusszytometrisch analysiert. Apoptotische Zellen waren dabei sowohl Annexin V-
PE als auch 7-AAD positiv. Der ermittelte Prozentsatz an apoptotischen Zellen nach Transfektion pro-
apoptotischer Gene wurde in allen Experimenten auf die jeweilige Transfektionseffizienz (2.2.3.7.1/2)

normiert.
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2.23.8 Inkubation von Saugerzellen mit Zytostatika, Apoptose-Aktivatoren
und -Inhibitoren

Zur Induktion der Apoptose wurden Zellen mit den in Tabelle 2.1.1 aufgefiihrten Zytostatika und
Apoptose-Induktoren in der jeweils angegebenen Endkonzentration inkubiert. Die Zellen wurden
hierfiir mit einer Zelldichte von 23 x 10* Zellen/cm” in 6-well-Zellkulturschalen oder 10 cm-Schalen
ausgesit, nach 24 h zweimal mit PBS gewaschen und schlieflich mit dem Apoptose-Aktivator- oder
Zytostatika-haltigem Medium versetzt. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen
mit Trypsin abgelost und durch Zentrifugation mit 300 x g bei RT fiir 5 min geerntet. Die Zellen
wurden darauthin direkt lysiert oder tiber FACS-Analyse auf das Ausmal3 der Apoptose hin {iberpriift
(2.2.3.7.3).

2.2.3.8.1 Erstellen von Zelltodkinetiken

Die Bestimmung von Zelltodkinetiken nach Behandlung mit Apoptose-Induktoren und Zytostatika
erfolgte in 96-well-Zellkulturschalen mittels ,,MTT-Assay“ (2.2.3.4). Hierfiir wurden Zelltyp-
abhéngig pro ,,well” 2500-10000 Zellen in 150 pl Medium ausgesit und nach 24 h durch Zugabe von
50 pl Medium, versetz mit 4fachen konzentriertem Induktor, stimuliert. Bei der Apoptoseinduktion
unter Einfluss von spezifischen Inhibitoren (vgl. Tabelle 2.1.1) wurden diese zur Vorinkubation 24 h
vor Stimulation, entsprechend verdiinnt in 50 pl Medium, auf die Zellen gegeben, die zuvor in 100 pl
Medium ausgesédt worden waren. Zum Zeitpunkt der Zellzahlbestimmung wurde die Lebendzellzahl
mittels ,,MTT-Assay* analysiert (2.2.3.4). Die relativen Lebendzellzahlen (prozentual zur spezifischen
Kontrolle) der einzelnen Zeitpunkte wurden in einem Diagramm gegen die Inkubationszeit

aufgetragen.

2.23.9 »,Dual-Luciferase-Reporter-Assay*“

Die Analysen zur Daxx-vermittelten Modulation der p53-abhingigen Transkription wurden mit Hilfe
von ,,Luciferase-Reporter-Assays™ durchgefiihrt. Nach Transfektion des Reporterplamides p53-Luc
(Stratagene) steht die Expression der Firefly (Photinus pyralis)-Luciferase unter der Kontrolle eines
pS53-responsiven Promotorelemts, so dass die Expression der Luciferase ein direktes Mal3 fir die p53-
Aktivitét darstellt. Da sich die Aktivitit der Luciferase proportional zur Proteinmenge verhilt, ist die
Luciferaseaktivitit ein indirektes Mal} flir die Aktivitit von p53 und wurde ermittelt. Fiir diese
Untersuchung wurden in Hela-Zellen transiente Transfektionen (2.2.3.5) nach folgendem

Pipettierschema durchgefiihrt.

Transfektionsansatz:

(6-well-Zellkulturformat) Konstrukt Menge der DNA
p53-Luc 200 ng
p53-GFP 50 ng
pLHA-Daxx-a/-B/-y 400 ng
pRL-EF-1a 20 ng
pLHA-C1 ad 2 pg

Um die Firefly-Luciferasewerte auf die jeweilige Transfektionseffizienz normieren zu kénnen, wurden
alle Transfektionsansidtze mit 20 ng des Renilla (Renilla muelleri)-Expressionsvektors pRL-EF-1a
erginzt. Die Bestimmung der beiden Luciferaseaktivititen erfolgte mit Hilfe des ,,Dual-Luciferase-

Kits*“ von Promega nach Angaben des Herstellers mit dem Luminometer LB9506 von Berthold
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(Bundoora, Australien), wobei die Werte der Firefly-Luciferase relativ zu denen der Renilla Luciferase

angegeben wurden.

2.2.3.10 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Die subzelluldre Lokalisation von GFP- und YFP-fusionierten Proteinen wurden nach Transfektion
der entsprechend kodierenden Plasmide in HeLa-Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die
Zellen wurden wie unter 2.2.3.5 beschrieben auf zuvor in die Zellkulturschale eingebrachte
Deckgldschen ausgesét und transfiziert. Nach 48 h wurden das Medium abgenommen, die Zellen
durch Inkubation mit PBS gewaschen und mit 2% (w/v) Paraformaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert.
Darauthin wurden die Zellen durch Waschen mit PBST (PBS + 0,1% (v/v) Triton X-100)
permeabilisiert und im Anschluss mit DAPI-Féarbelosung (0,1 pg DAPI/ml PBST) fiir 10 min
inkubiert, um die Zellkerne anzufirben. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurden die
Deckgldschen auf Objekttrigern in Mounting-Medium eingebettet (2.2.3.10.1) und mit einem
Axioskop 20 fluoreszenzmikroskopisch oder einem LSM510 META (beide Zeiss, Jena) konfokal-
fluoreszenzmikroskopisch analysiert bzw. bis zur Ansicht bei 4°C im Dunkeln gelagert.

2.2.3.101 Antikorperfarbung

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von endogenen zelluldren Proteinen, wurde diese
mittels Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern angefarbt. Die Zellen wurden hierfiir auf zuvor
in die Zellkulturschale eingebrachte Deckgldschen ausgesit und zum geeigneten Zeitpunkt wie unter
2.2.3.10 beschrieben mit 2% (w/v) Paraformaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden
danach zweimal fiir jeweils 5 min mit PBST bei RT gewaschen und anschlieBend fiir 10 min mit
PBST permeabilisiert. Um unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern wurden die Zellen
daraufhin zunéchst fiir 1 h in Blockierungspuffer (PBST + 5% BSA) und anschlieBend fiir 1 h mit dem
Primédrantikorper in Blockierungspuffer mit der entsprechenden Verdiinnung bei RT inkubiert. Es
schlossen sich drei Waschschritte in PBST fiir jeweils 5 min bei RT an, bevor der Sekundérantikdrper
in Blockierungspuffer mit der entsprechenden Verdiinnung fiir 1h bei RT inkubiert wurde.
AnschlieBen wurden die Zellen zweimal mit PBST und danach dreimal mit PBS fiir jeweils 5 min bei
RT gewaschen, wobei innerhalb des ersten PBST Waschschrittes je nach experimentellem
Hintergrund eine Anfarbung der Zellkerne durch Inkubation mit DAPI (0,1 ug DAPI/ml PBST)
vorgenommen wurde. Darauthin wurden die Deckglidschen auf Objekttrigern in Mounting-Medium

eingebettet und fluoreszenzmikroskopisch analysiert oder bis zur Ansicht bei 4°C im Dunkeln

gelagert.
Mounting-Medium: 100 mM Tris/HCI; pH 8,5
10% (w/v) Mowiol 4-88
2,5% (Wiv) DABCO
22% (viv) Glyzerin
224 Biochemische Methoden
2241 Herstellung von Proteinextrakten aus Saugerzellen

Fiir die Proteinextraktion wurden die entsprechenden Zellen zunédchst mit PBS gewaschen, um eine

Verunreinigung der Proteinlysate durch Reste von Medium und dem darin enthaltenen FBS zu
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verhindern. AnschlieBend wurden bei adhdrent wachsenden Zellen je nach Zellkulturformat 100 pl (6-
well) bzw. 300 ul (10 cm-Schale) des entsprechenden Lysepuffers (sieche unten) direkt auf den
Zellrasen gegeben und die jeweilige Zellkulturschale fiir 1 bis 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit einem Zellschaber abgelost, in ein Reaktionsgefal liberfiihrt, kurz gevortext und zur
vollstandigen Lyse fiir 20 min auf Eis inkubiert. Im Fall von Susupensionszellen wurden diese in
15 ml Falcon Rohrchen durch Zentrifugation mit 300 x g flir 5 min bei RT geerntet, die Zellen in PBS
resuspendiert und erneut bei 300 x g abzentrifugiert. Nach Dekantierung des Uberstandes wurde das
Pellet abhidngig von der Zellmenge ebenfalls in 100-300 ul des jeweiligen Lysepuffers resuspendiert
und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation der Proben mit 20000 x g fiir 20 min bei 4°C
wurden restliche Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand wurde als Proteinfraktion gewertet, in ein
anderes Reaktionsgefal} iiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

Je nach experimentellem Hintergrund war es mitunter notig die Proteine mit unterschiedlichen
Lysepuffern zu extrahieren, da pH-Wert, lonenstirke sowie Art und Konzentration der im Puffer
enthaltenen Detergenzien die Interaktion zwischen wechselwirkenden Proteinen und die biologische
bzw. enzymatische Aktivitdt entscheidend beeinflussen konnen. Im Allgemeinen diente Puffer L zur
Extrahierung von Proteinen, die zur -elektrophoretischen Auftrennung mit anschlieBender
Immundetektion im ,,Western Blot™ bestimmt waren (2.2.4.5 und 2.2.4.5.1). Puffer KL wurde zur
Herstellung von Proteinlysaten verwendet, mit denen Aktivititsbestimmungen von Kinasen
durchgefiihrt werden sollten (2.2.4.6). Die Puffer CL1-3 wurden verwendet, um Protein-Protein
Interaktionen mittels Ko-Immunprézipitation zu analysieren (2.2.4.3.1). Zur Inhibition von
Serinproteasen wurden alle Puffer mit 4,16% (v/v) eines Proteaseinhibitor-Mix nach Angaben des

Herstellers versetzt (Roche Diagnostics).

Puffer L: 10 mM Tris/HCI; pH 7,6 Puffer CL2: 50 mM HEPES; pH 7,0
100 mM NaCl 250 mM NaCl
1mM EDTA 5mM EDTA
1% (v/v) NP-40 0,1% (v/v) NP-40
Puffer KL: 20 mM HEPES; pH 7,5 Puffer CL3: 50 mM HEPES; pH 7,0
25 mM MgCl, 50 mM NaCl
10 mM EGTA 5mM EDTA
2 mM Natriumorthovanadat 10% (v/v) Glyzerin
40 mM B-Glyzerolphosphat 0,1% (v/v) NP-40
1mM DTT
1% (v/v) NP-40
Puffer CL1: 50 mM HEPES; pH 7,4
150 mM NaCl
1mM EDTA
2mM DTT
10% (v/v) Glyzerin
1% (v/v) NP-40
2242 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach einer Methode von SEDMAK & GROSSBERG (1977) durchgefiihrt.
Sie basiert im Wesentlichen auf der unspezifischen Anlagerung des Séurefarbstoffes Coomassie-
Brillantblau G 250 an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten von Proteinen und wurde
mit dem Protein-Assay Farbreagenz von Biorad Laboratories (Miinchen) durchgefiihrt. Eine

Proteinlosung wurde dabei mit H,O auf 800 pl aufgefiillt, bevor 200 pul Farbreagenz zugegeben



Material & Methoden 49

wurden. Die Absorption bei 595 nm wurde in einem DU640 Spektralphotometer (Beckmann
Instruments, Miinchen) gegen eine Referenz ohne Protein gemessen und die Proteinkonzentration

anhand einer Eichgeraden, erstellt mit 5 bis 20 ug BSA (Rinderserumalbumin), ermittelt.

2243 Immmunprazipitation

Zur  Anreicherung  spezifischer Proteine aus Gesamtproteinzellextrakten wurde eine
Immunpréziptitation modifiziert nach ANDERSON & BLOBEL (1983) durchgefiihrt. Hierbei wird der
Proteinextrakt zundchst mit einem gegen das Zielprotein gerichteten Antikorper inkubiert und
anschlieBend mit einem Protein A-Sepharose Konjugat versetzt. Dies bindet an den Immunkomplex,
iiber Wechelswirkungen zwischen der Fc-Region des Antikopers und dem Protein A, wodurch das
Zielprotein (gebunden an den Antikdrper-Protein A-Sepharose-Komplex) nach Zentrifugation
pelletiert und durch Dekantieren des Uberstandes vom iibrigen Protein getrennt werden kann. 100-
500 pg Gesamtprotein wurden hierfiir mit dem entsprechend verdiinnten Antikdrper (vgl. Tab. 2.1.2)
in 250 ul des jeweiligen Lysepuffers gemischt und bei 4°C in einem Rotator inkubiert. Nach 1 h
wurden 35 pl der Protein A-Sepharose Losung (Sigma) hinzu gegeben und anschlieend fiir 16 h bei
4°C unter Rotation weiter inkubiert. Der Ansatz wurde daraufhin mit 20000 x g fiir 2 min bei 4°C
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das den Immunkomplex enthaltene Pellet in 250 pl
des entsprechenden Lysepuffers aufgenommen. Es schlossen sich 3-5 Waschschritte an aus Zyklen
von Zentrifugation mit 20000 x g bei 4°C fiir 1 min, nachfolgender Dekantierung des Uberstandes und
erneutes Resuspendieren des Pellets in 250 ul des entsprechenden Lysepuffers. Nach Ende des letzten
Waschschrittes wurde das resultierende Pellet in der Regel wie unter 2.2.4.4 beschrieben in Protein-
Gelladepuffer resuspendiert, 5 min bei 95°C denaturiert und der Uberstand nach 1 min Zentrifugation
(20000 x g bei 4°C) elektrophoretisch aufgetrennt.

22431 Ko-Immmunprazipitation

Die Detektion von Protein-Protein Wechselwirkungen wurde mit Hilfe der Ko-Immunprézipitation
durchgefiihrt. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass viele Proteininteraktionen auch nach
Zelllyse mit nativen Extraktionspuffern weiterhin bestehen bleiben, so dass durch eine
Immunprézipitation das Zielprotein sowie daran assoziierte Proteine spezifisch angereichert werden
konnen. Mittels dieser Methode wurden potentielle Interaktionspartner der Proteine ASK1, CD95,
PML und p53 untersucht. Die fiir die jeweiligen Proteine kodierenden Plasmide wurden dabei wie
unter 2.2.3.5 beschrieben in dquimolarem Verhéltnis in HEK293-Zellen ko-transfiziert, nach 48 h in
dem entsprechenden Extraktionspuffer lysiert und Gesamtproteinextrakte generiert (2.2.4.1).
AnschlieBend wurde eine Immnuprézipitation wie unter 2.2.4.3 beschrieben mit folgenden Parametern
durchgefiihrt:

Zielprotein Lysepuffer Proteinmenge Antikorper Anzahl der Waschschritte
HA-ASKA1 CL1 500ug Anti-HA 3
p53-GFP CL2 500pg Anti-GFP 5
CD95 CL3 450ug Anti-CD95 3
BFP-PML CL2 500ug Anti-GFP 4

Da die Interaktion zwischen Maus IgG und Protein A sehr schwach ist, wurden bei

Immnunprézipitationen mit monoklonalen Maus-Antikorpern neben der Protein A-Sepharose Losung
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ein ,,Kaninchen Anti-Maus“ Kopplungsantikdrpers (DakoCytomation) im Verhéltnis 1:20 hinzu
gegeben. Nach Beendigung der Immunprézipitation wurden die Proben wie unter 2.2.4.4 beschrieben
in Protein-Gelladepuffer resuspendiert, 5 min bei 95°C denaturiert und der Uberstand nach 1 min
Zentrifugation (20000 x g bei 4°C) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine wurden danach auf
eine  Nitrozellulosemembran transferiert und durch Immundetektion (2.2.4.5) auf Ko-

immunprazipitiertes Daxx-Protein hin untersucht.

2244 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

In dieser Arbeit wurde die denaturierende diskontinuierliche SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970)
angewendet, wobei 6- bis 15%-ige Polyacrylamid-Trenngele nach der Polymerisation mit 5%-igen
Sammelgelen tiberschichtet wurden. Alle Gelelektrophoresen wurden dabei in einem vertikalen
System von Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, USA) durchgefiihrt. Bei unzureichend
hoher Konzentrierung wurden die Proteinsuspensionen vor der elektrophoretischen Auftrennung mit
Aceton nach SCOPES (1994) gefillt. Molekulargewichtsbestimmungen erfolgten mit Hilfe des
»prestained kaleidoscope markers* von Biorad Laboratories (Miinchen).

Nachfolgend ist die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten dargestellt.

Trenngel: 20-50% (V/v) Acrylamid-Bisacryl- Sammelgel:  17% (v/V) Acrylamid-Bisacryl-
amid-Mix (30%; 37,5:1) amid-Mix (30%; 37,5:1)
375 mM Tris/HCI; pH 8,8 125 mM Tris/HCI; pH 6,8
0,1% (W/v) SDS 0,1% (w/v) SDS
0,03% (v/v) TEMED 0,08% (v/v) TEMED
0,04% (w/iv) APS 0,1% (w/v) APS
Elektrophorese- Protein- .
Puffer: 25 mM Tris Gelladepuffer: 100 mM Tris/HCI; pH 8,0
192 mM Glycin 1mM EDTA
0,1% (w/v) SDS 12,5% (vIv) Glycerin
pH stellt sich auf 8,3 ein 2% (wiv) SDS
2% (vIv) B-Mercaptoethanol
0,01% (wlv) Bromphenolblau

Die (geféllten, prézipitierten) Proben wurden mit Protein-Gelladepuffer versetzt, durch Vortexen
resuspendiert, 30 s bei 20000 x g zentrifugiert und aufgetragen. Alle Proben wurden vor der
elektrophoretischen Auftrennung 5 min lang im Wasserbad oder in der Mikrowelle bei 95-100°C
erhitzt.

Gelfédrbung:

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine im Gel wurden zundchst 15 min in Entfarbelsung
fixiert, dann mindestens 15 min in Firbeldsung inkubiert und schlieBlich 2 h in Entfarbelosung
entfarbt.

Farbeldsung: 50% (v/v) Methanol Entfarbelésung :  25% (v/v) Methanol
5% (VIV) Essigsaure 5% (VIv) Essigsaure
0,05% (w/v) Coomassie Brillant Blue R 250

(Serva Blau R 250)
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2245 Proteintransfer (,,Western Blot*)

Unter der Methode ,,Western Blot™ wird der Elektrotransfer von Proteinen auf einen Triger (z. B.
Nitrocellulosemembranen) mit anschlieBender Detektion (Radioaktivitit oder Chemolumineszenz)
subsumiert (LOTTSPEICH & ZORBAS, 1998). Der Elektrotransfer, der in einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengrof3e von 0,45 pum (Schleicher
und Schuell, Dassel) erfolgte fiir 1 bis 2 h in einer mit Transfer-Puffer gefiillten, gekiihlten Transfer-
Kammer von Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, USA) bei konstanter Spannung von 100 V
zwischen zweimal zwei Lagen Filterpapier. Vor jenem Uberfiihren wurden das ungefirbte Gel, das

Filterpapier und die Nitrocellulosemembran in Transfer-Puffer getrankt.

Transfer-Puffer: 25 mM Tris/HCI; pH 7,5
192 mM Glyzin
20% (viv) Methanol

Die Effektivitit des Transfers wurde durch eine reversible Proteinfarbung (gebrauchsfertige 0,2%-ige

Ponceau S-Losung in 3% TCA von Serva, Heidelberg) auf der Nitrocellulosemembran tiberpriift.

2.24.51 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Elektrotransfer und der Uberpriifung durch die reversible Firbung der geblotteten Proteine
mit Ponceau S-Losung wurde die Nitrocellulosemembran zweimal fir 10 min in TBST Puffer
gewaschen. Danach erfolgte das Blockieren von freien, unspezifischen Bindestellen auf der Membran
durch Inkubation mit Blockierungspuffer fiir 1 h bei RT worauf sich erneut drei Waschschritte mit
TBST fiir je 10 min anschlossen. Es folgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper in der
entsprechenden Verdiinnung (vgl. Tab. 2.1.2) fiir 16 h bei 4°C. Nach erneutem dreimaligem Waschen
mit TBST wurde die Membran 1 h lang mit dem spezifischen ,,horseradish peroxidase* konjugierten
Zweitantikorper in einer 1:5000 (Anti-Maus) bzw. 1:3000 (Anti-Kaninchen) Verdiinnung (ebenfalls in
Blockierungspuffer) bei RT inkubiert, bevor sich wiederum drei Waschschritte in TBST fiir je 10 min
anschlossen. AnschlieBend wurden je 2 ml der Detektionsreagenzien I + I aus dem ,,ECL Western
blotting system‘ der Firma Roche Diagnostics, das aus dem Peroxidasesubstrat Luminol und einem
chemischen Lumineszenzverstirker besteht, direkt auf die Membran pipettiert und diese 1 min in der
Losung geschwenkt. Durch die Peroxidase (konjugert mit dem Sekundirantikérper) wurde die
Oxidation des Substrates Luminol katalysiert, welche in Anwesenheit eines chemischen Verstirkers
eine Chemolumineszenz-Reaktion (Enhanced ChemoLuminescence) hervorrief, die durch Exposition

auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden konnte.

TBST-Puffer: 100 mM Tris/HCI; pH 7,5 Blockierungs-
150 mM NaCl puffer: 3% (wiv) Milchpulver
0,2% (v/v) Tween-20 1% (w/v) BSA

(geldst in TBST)

2.2.4.6 »Kinase-Assay*“

Zur Aktivititsanalyse von Proteinkinasen wurden radioaktive in vitro , Kinase-Assays® durchgefiihrt.
Hierbei wird die entsprechende Kinase durch Immnunprézipitation mit spezifischen Antikorpern
angereichert und anschlieBend in einer Kinasereaktion mit einem Kinase-spezifischen Peptidsubstrat
(vgl. Tab. 2.2.2) in Anwesenheit von [y-*P] ATP (Hartmann Analystic, Braunschweig) inkubiert. Je
nach Aktivierungszustand der betreffenden Kinase wird das Substrat phosphoryliert und damit
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radioaktiv markiert, was nach elektrophoretischer Auftrennung der Reaktion durch Exponieren des

Gels mit einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kann.

22461 In vitro Phosphorylierung von Peptidsubstraten

Die auf Aktivitit bestimmter Kinasen hin zu untersuchenden Zellen wurden geerntet und durch Lyse
mit 100-300 pl Puffer KL wurden Proteinextrakte hergestellt (2.2.4.1). 25-100 pg Gesamtprotein
wurden daraufhin wie unter 2.2.4.3 beschrieben einer Immunprizipitation mit dem entsprechend
verdiinnten Kinase-spezifischen Antikdrper unterzogen (vgl. Tab. 2.1.2), wobei die beiden letzten
Waschschritte in diesem Fall mit Kinase-Puffer durchgefiihrt wurden. AnschlieBend wurde das
gewaschene Immunprézipitat in 15 pl Kinase-Puffer resuspendiert, mit folgendem Ansatz ergénzt und
fiir 30 min bei 37°C inkubiert:

Pipettierschema: 1-2 pg Peptidsubstrat
1 ul [y-*P] ATP (10 mCi/ml)
ad 15 pl Kinase-Puffer

Nach Beendigung der Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 15 pl 2fach konzentriertem
Protein-Gelladepuffer abgestoppt, danach fiir 5 min bei 95°C Hitze denaturiert und wie unter 2.2.4.6.2
beschrieben weiter verarbeitet.

Kinase-Puffer: 12,5 mM MOPS; pH 7,5
12,5 mM B-Glyzerolphosphat
7,5 mM MgCl,
0,5 mM EGTA
0,5 mM NaF
0,5 mM Vanadat

Tab. 2.2.2: Parameter der ,,Kinase Assays*

Kinase Expressionslevel Proteinmenge IP-Antikorper Subtsratmenge

ASK1 Uberexprimiert (HA-ASK1) 25 ug Anti-HA (1:150) 2 pug MBP (Sigma)

JNK Endogen 100 pg Anti-JNK (1:20) 1 ug GST-c-jun (Santa Cruz)

DAP-Kinase Endogen 100 pg Anti-DAP-Kinase (1:20) 2 ug Peptidsubstrat (Tocris Biotrend,
Koélin)

2.2.4.6.2 Detektion phosphorylierter Peptidsubstrate iiber y **P-Phosphat

Zur Detektion der in vitro phosphorylierten Peptidsubstrate wurde der komplette
Kinasereaktionsansatz nach erfolgter Denaturierung (2.2.4.6.1) auf ein 12%-iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.4.4). Nach Erreichen der
gewiinschten Auftrennung wurde die Elektrophorese beendet, das Gel wie unter 2.2.4.4 beschrieben
fixiert und mit Coomassie angefarbt. AnschlieBend wurde das gefarbte Gel zwischen zwei Lagen
Filterpapier und Cellophanfolie luftblasenfrei eingebettet und in einem Geltrockner (583 Gel Dryer,
Biorad Laboratories) fir 1 h bei 80°C getrocknet. Im Anschluss daran konnten y’>P-Phosphat
markierte Peptidsubstrate durch Exposition mit einem Rontgenfilm und Abgleich mit dem Coomassie

gefdrbten Gel sichtbar gemacht und identifiziert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur funktionellen Inaktivierung der DAP-Kinase im RCC

Ein ausgewogenes Verhiltnis von Proliferation und Apoptose ist entscheidend fiir einen regelhaften
Entwicklungsverlauf mehrzelliger Organismen. Die funktionelle Inaktivierung von pro-apoptotischen
Genen wie z.B. p53 ist mit einer Apoptose-Dysregulation verbunden und kann zu unkontrolliertem
Zellwachstum und damit zur Tumorenstehung beitragen (WAGENER, 1999). Wie p53 sind auch DAP-
Kinase und Daxx pro-apoptotische Faktoren (YANG et al., 1997; KIMCHI, 1998), dessen Rolle fiir das
humane Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell carcinoma) im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde. Insbesondere sollte iiberpriift werden, ob eine funktionelle Inaktivierung von Daxx
und DAP-Kinase vorliegt und diese somit potentiell kritische Gene fiir die Tumorgenese des RCC
darstellen. Im Hinblick auf den héufig zu beobachtenden Verlust der DAP-Kinase-Expression in
humanen Tumoren (NG, 2002; BIALIK & KIMCHI, 2004) wurde zundchst der Expressionsstatus dieses
Gens im humanen RCC analysiert.

3.1.1 Expression der DAP-Kinase-mRNA in humanen RCC-Zelllinien

Fiir die Analyse der DAP-Kinase-Expression im humanen RCC wurde ein ,,Real-Time“-RT-PCR
Ansatz gewihlt, um im Vergleich zur Expression eines so genannten ,,Housekeeping Gens* semi-
quantitative Aussagen iiber das mRNA-Expressionsniveau der DAP-Kinase treffen zu konnen.
Zunichst wurde der Expressionsstatus des DAP-Kinase-Gens in 20 RCC-Zelllinien untersucht. Hierfiir
wurde wie unter 2.2.2.6 beschriecben jeweils 1 pug der entsprechenden Gesamt-RNA in c¢cDNA
transkribiert und anschlieBend in einer ,,Real-Time“-PCR mit DAP-Kinase-spezifischen Primern
amplifiziert (vgl. 2.2.2.7.3). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I interkaltiert dabei wéahrend der
PCR-Reaktionen in die neu synthetisierten, doppelstringigen DNA-Molekiile, was eine Zunahme der
emittierten Fluoreszenz bei 520 nm zur Folge hat, die direkt proportional zur DNA-Menge zum
Zeitpunkt der Messung ist. Da es sich bei SYBR Green I um einen Sequenz-unspezifischen
Fluoreszenzfarbstoff handelt, diirfen in der PCR keine Konkurrenzprodukte generiert werden, damit
die emittierte Fluoreszenz eindeutig mit der Menge an spezifischem PCR-Produkt korreliert werden
kann. Die Lage der Primer wurde daher so gewihlt, dass sie einen Bereich des Gens verstirken, der
fiir keinen vollstindigen funktionellen Proteinbereich der DAP-Kinase kodiert, was die
Wahrscheinlichkeit der Amplifikation homologer Gene minimiert. Abbildung 3.1.1. zeigt, dass in
allen der 20 untersuchten RCC-Zelllinien ungeachtet ihres histologischen Subtyps die Expression des
DAP-Kinase-Transkriptes nachgewiesen werden konnte. Neben HeLa-Zellen (Positivkontrolle) war
das  DAP-Kinase-Transkript  ebenfalls in  zwei  Gewebeproben  nicht-neoplastischen
Nierentubulusepithels nachweisbar. Die DAP-Kinase-Transkripte wurden in der PCR zwischen Zyklus
22 und 26 detektiert (vgl. Abb. 3.1.1.B). Die elektrophoretische Auftrennung (vgl. Abb. 3.1.1.A)
sowie die Schmelzpunktanalyse der PCR-Reaktion (vgl. Abb. 3.1.1.C) zeigen, dass abgesehen von
einer schwachen Primer-Dimer-Bildung, ausschlieBlich das erwartete, dem DAP-Kinase-Transkript
entsprechende 368 bp-Fragment amplifiziert wurde. Durch DNA-Sequenzierung konnte dies eindeutig

als DAP-Kinase-Sequenz identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).



Ergebnisse 54

A
517 bp -
<+ DAP-Kinase
<+ Primer-
Dimere
517 bp —
<+ GAPDH
<+ Primer-
Dimere

vy)
O

24 e 3,2,
_ clearCa-1 i -Ki
DAP-Kinase . e DAP-Kinase
. clearCa-3 —— ]
clearCa-4
clearCa-6
clearCa-8
clearCa-9
clearCa-10
clearCa-11 ——
clearCa-14
HelLa
f NTE |
NTE Il
e H.0

relative Fluoreszenz
)
relative Fluoreszenz (-dF/dT)
(4]

0O 10 20 3 @ 40 50 72 76 ‘g0 84 88 92
PCR-Zyklen Temperatur [°C]

24 32

GAPDH
clearCa-2 ——
e — clearCa-3 ——
/4 clearCa-4
i L clearCa-6
Ml clearCa-8
[ 1] clearCa-9
clearCa-10
clearCa-11 ——
clearCa-14
Hela
Y 1y NTE I
£ .' NTE Il
—— H.0 —
0 10 20 30 40 50 72 76
PCR-Zyklen Temperatur [*C]

GAPDH = ——e clearCa-1 ——

relative Fluoreszenz
]
relative Fluoreszenz (-dF/dT)

Abb. 3.1.1: Nachweis der DAP-Kinase- und GAPDH-mRNA-Expression in 20 RCC-Zelllinien mittels ,,Real-Time“-RT-

PCR. A: Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Reaktion zeigt sowohl fir DAP-Kinase als auch fiir GAPDH distinkte,
spezifische Banden der erwarteten Grofte von 368 bp flir das DAP-Kinase-Transkript und 257 bp fiir das von GAPDH. Die
Amplifikationskurven exemplarischer DAP-Kinase- und GAPDH-PCR-Reaktion (B) zeigen den typischen sigmoiden Verlauf,
wobei die SYBR Green Il-vermittelte Fluoreszenz einmal pro Zyklus gemessen wurde und direkt proportional zur DNA-Menge
der entsprechenden Probe zum Zeitpunkt der Messung war. C: Die Schmelzpunktanalyse der entsprechenden PCR-
Reaktionen liefert ebenfalls diskrete Maxima fiir das DAP-Kinase-Produkt bei 86,5°C und das GAPDH-Produkt bei 87°C, wobei
die Negativkontrolle der GAPDH-PCR ein zusétzliches Maximum bei 79,5°C aufweist, das dem Schmelzpunkt der Primer-
Dimere entspricht. Abkirzungen: NTE: Nierentubulusepithel.

Das ,,Housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) wurde als nicht
reguliertes Referenzgen amplifiziert, das bereits fiir die relative Quantifizierung und Normalisierung
anderer Apoptose-relevanter Faktoren im humanen RCC herangezogen wurde (MAHOTKA et al., 2002;
YAN et al., 2004). Die PCR lieferte ebenfalls eine distinkte Bande mit der erwarteten Produktgrofe
von 257 bp (vgl. Abb. 3.1.1.A), wobei das GAPDH-Transkript zwischen Zyklus 18 bis 24 detektiert
werden konnte und einen Schmelzpunkt von 87°C aufweist (vgl. Abb. 3.1.1.B und C). Bei dem
Amplifikationsprodukt der GAPDH-Negativkontrolle ab Zyklus 31 handelt es sich um Primer-Dimere,
die sich in GroBe (ca. 100 bp) und Schmelzpunkt (79,5°C) deutlich von dem spezifischen Produkt
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unterscheiden. Da diese erst in spiten Phasen der PCR entstehen, die Quantifizierung nach der
»second derivative maximum®“-Methode aber bereits in der frithen logarithmischen Phase der PCR
ablduft, wird die Berechnung der Ausgangsmenge an Transkript durch eventuell zusitzlich gebildete
Primer-Dimere nicht beinflusst (Technical Note No. LC 13/2001, Roche Applied Science).

Die GAPDH-Amplifikation diente zur Normalisierung der DAP-Kinase-PCR, um eventuelle
Schwankungen in der Ausgangsmenge an cDNA der verschiedenen Proben zu nivellieren, so dass das
Expressionsverhéltnis von DAP-Kinase zu GAPDH einen relativen Wert fiir das DAP-Kinase-
Expressionsniveau in der entsprechenden Probe darstellte.

3.1.2 Relative Quantifizierung der DAP-Kinase-mRNA-Expression

Um die semi-quantitative Analyse der DAP-Kinase-mRNA-Expression relativ zur GAPDH-
Expression verschiedener Proben aus unterschiedlichen PCR-Ansétzen miteinander vergleichen zu
konnen, war zuvor die Erstellung einer externen Standardkurve notwendig (vgl. Abb. 3.1.2). Diese
fungierte als ,,Kalibrator” aller PCR-Reaktionen, wodurch eventuelle Schwankungen in der PCR-
Dynamik der verschiedenen Ansidtze nivelliert werden konnten und diese somit untereinander
vergleichbar waren. Zu diesem Zweck wurden GAPDH-PCRs mit einer HeLa-cDNA verschiedener
Verdiinnungsstufen als ,,Template* durchgefiihrt und daraus eine GAPDH-Standardkurve erstellt. Die
Zyklennummer zum Zeitpunkt der Transkriptdetektion, der so genannte ,,Crossing Point*, wurde dabei
logarithmisch gegen den durch die LightCycler Software nach der ,,second derivative maximum®-
Methode errechneten Verdiinnungsfaktor (Konzentration) aufgetragen, wobei jeweils 2fach
Messungen der einzelnen Verdiinnungsstufen durchgefiihrt wurden. Ein Regressionskoeffizient von
r = -1 verdeutlicht die logarithmisch-lineare Bezichung zwischen dem berechneten Verdiinnungsfaktor
der cDNA-Transkripte und des entsprechenden ,,Crossing Points™ {iber den dargestellten
Konzentrationsbereich von drei Zehnerpotenzen.
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Abb. 3.1.2: Externe GAPDH-Standardkurve zur relativen Quantifizierung und Normalisierung von DAP-Kinase- und
GAPDH-Expressionswerten. Sechs Verdiinnungsstufen (von 5fach bis 1000fach, jeweils in Duplikaten) einer HeLa-cDNA-
Verdiinnungsreihe dienten als Matrize fir eine GAPDH-Amplifikation mit 35 PCR Zyklen. Die durch die LightCycler Software
bestimmten Ausgangsmengen an Transkript entsprechen den jeweiligen Verdlinnungsfaktoren und sind im Diagramm
logarithmisch gegen den entsprechenden ,Crossing Point* aufgetragen (A). Der Regressionskoeffizient r=-1 verdeutlicht den
logarithmischen-linearen Zusammenhang zwischen Transkriptmenge und Zyklenzahl. B: Exemplarisch wurde jeweils eine
Reaktion der Doppleansatze nach Ende der PCR gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Etidiumbromid gefarbt.
Abkurzungen - VF: Verdiunnungsfaktor
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In allen PCR-Reaktionen zur Detektion von DAP-Kinase- bzw. GAPDH-Transkripten wurden
daraufhin zwei Verdiinnungsstufen der HeLa-cDNA-Verdiinnungsreihe als externe Standards definiert
und als ,,Template” in separaten GAPDH-PCRs eingesetzt. Auf der Basis dieser Standards wurden
(unter der Annahme gleicher PCR-Effizienzen) sowohl die DAP-Kinase- wie auch die GAPDH-
Expressionswerte der analysierten Tumorproben auf die externe Standardkurve bezogen. GAPDH-
normalisierte DAP-Kinase-Expressionswerte aus verschiedenen Ansédtzen waren somit untereinander

vergleichbar und konnten statistisch ausgewertet werden.

3.1.3 Die Expression der DAP-Kinase-mRNA in RCC-Primartumoren

Fiir die Untersuchung der DAP-Kinase-Expression in Primértumoren des humanen RCC mittels semi-
quantitativer ,,Real-Time“-RT-PCR standen RNA-Proben aus Nephrektomien von 72 Patienten zur
Verfiigung. 58 Tumorproben waren vom histologisch klarzelligen Typ, 12 vom chromophil/papilldren
und zwei vom chromphoben Typ. In Tabelle 3.1.1 ist das Probenkollektiv mit den klinisch-
pathologischen Parametern Tumorstadium (,,Staging* - pT) und Differenzierungsgrad (,,Grading™ - G)
des Tumors dargestellt. Jeweils 1 pug der entsprechenden RNA wurde zunéchst in cDNA transkribiert
und anschlieBend amplifiziert. Alle Werte fiir die DAP-Kinase-mRNA-Expression wurden gegen die
von GAPDH normalisiert und statistisch mit dem Mann-Whitney-Test ausgewertet. In insgesamt 92%
(66/72) aller untersuchten RCC-Proben konnte unabhéngig vom histologischen Subtyp, dem
Differenzierungsgrad und Stadium des Tumors eine DAP-Kinase-mRNA-Expression nachgewiesen
werden. In 8% (6/72) der Proben waren auch nach PCR-Zyklus 50 keine DAP-Kinase-mRNA-
Transkripte detektierbar. Fiinf dieser DAP-Kinase-negativen Tumoren gehorten dem klarzelligen Typ
und eine Probe dem chromphil/papillaren Typ an, was einem Anteil von 95% (55/58) klarzelliger und
92% (11/12) chromophiler Tumore mit DAP-Kinase-mRNA-Expression entspricht. Die DAP-Kinase-
mRNA-Expression konnte bei Tumorproben des pT1-Stadiums durchschnittlich ab PCR-Zyklus 25
detektiert werden, in Proben, die dem pT2-Stadium angehérten durchschnittlich ab Zyklus 32 und in
denen des pT3-Stadiums ab PCR-Zyklus 29. In Abbildung 3.1.3 sind reprisentative Amplifikations-

kurven von Proben unterschiedlicher Stadien dargestellt.

Tab. 3.1.1: Ubersicht des Patientenkollektivs. Klinisch-pathologische Parameter wie histologischer Subtyp des
Tumors, Tumorstadium (pT) und Differenzierungsgrad (G) der untersuchten RCC sind aufgefiihrt.

RCC-Typ Differenzierungsgrad Tumorstadium

Klarzellig” G1:n=0 pT1:n=23
(n=58) G2:n=50 pT2: n=21

G3:n=7 pT3:n=14

chromophil/papillar G1:n=0 pT1:n=10
(n=12) G2:n=10 pT2:n=2
G3:n=2 pT3:n=0
chromophob G1:n=0 pT1:n=1
(n=2) G2:n=2 pT2:n=1
G3:n=0 pT3:n=0

> n=72 n=172

* Bei einer Tumorprobe des histologisch klarzelligen Typs lagen keine Daten zum Differenzierungsgrad vor,
folglich ist die Summe 57.
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3.1.3.1 Tumorstadien-abhangige Expression der DAP-Kinase-mRNA im RCC

Fiir eine Reihe von Genen, die mit der Apoptosebereitschaft von Zellen assoziiert sind, konnte gezeigt
werden, dass sich deren Expressionsniveaus im Laufe der Tumorprogression derart verdndern, so dass
der Tumor einen zunehmend anti-apoptotischen Charakter erhélt. Fiir das RCC ist beispielsweise
bekannt, dass die Expression des IAP-Proteins XIAP in spidten Tumorstadien signifikant erhoht ist
gegeniiber der Expression in frithern Tumorstadien (YAN et al., 2004). Die Expression der DAP-
Kinase-mRNA wurde daher ebenfalls auf vergleichbare Unterschiede hinsichtlich der
Expressionsstirke in unterschiedlichen Tumorstadien klarzelliger RCC untersucht, wobei
Tumorproben des Stadiums pT1 und pT2 zusammengefasst und mit der Expression in Proben des

Tumorstadiums pT3 verglichen wurden.
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Abb. 3.1.3: Detektion der DAP-Kinase- und GAPDH-Transkripte in RCC-Primartumoren verschiedener Tumor-

stadien. Reprasentative DAP-Kinase- und GAPDH-Amplifikationskurven (n = 6) fiir Tumorproben des pT1- (oben), pT2- (Mitte)
und pT3-Stadiums (unten). Die SYBR Green I-vermittelte Fluoreszenz wurde einmal pro PCR-Zyklus gemessen und ist an der
Y-Achse gegen die Zyklenzahl (x-Achse) aufgetragen. Gleiche Symbole der DAP-Kinase- und GAPDH-Kurven kennzeichnen
identische Proben. Die elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte wurden anschliefend mit Etidiumbromid gefarbt und
dokumentieren die Spezifitat der PCR (umrahmter Kasten).
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Dies erschien sinnvoll, da Tumore der Stadien pT1 und pT2 beide auf die Niere begrenzt sind und sich
lediglich in der Gréfe voneinander unterscheiden (pT1 < 7 cm; pT2 > 7 cm), wihrend pT3 Tumore
dadurch charakterisiert sind, dass sie bereits eine Infiltration in die perirenale Fettkapsel, die
Nebenniere oder Nierenvenen aufweisen und damit ein hoheres Potential an Invasivitit besitzen
(MOSTOFI & DAVIS, 1998; THOENES et al., 1986; SOBIN & WITTEKIND, 1997). Wie aus Abbildung
3.1.4.A ersichtlich, konnte keine signifikante Anderung der GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-
mRNA-Expression zwischen den zusammengefassten pT1- und pT2-Tumorproben (n = 44) und den
pT3-Proben (n = 14) klarzelliger RCC festgestellt werden (p = 0,525). Vergleicht man dagegen die
relativen DAP-Kinase-mRNA-Expressionsniveaus aller Tumorstadien untereinander, so wird
interessanterweise eine signifikante Abnahme der GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-Expression in
Tumorproben des pT2-Stadiums erkennbar (vgl. Abb. 3.1.4.B). Unter der Annahme, dass sich ein
Tumor aus frithen pT1-Stadien iiber das Stadium pT2 hin zum pT3-Tumor entwickelt, deutet dies auf
eine tempordre Abnahme der DAP-Kinase-Expression wéhrend der Tumorprogression hin, mit einer

erneuter Re-Expression des Gens in spiten Phasen der Tumorentwicklung.
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Abb. 3.1.4: DAP-Kinase-mRNA-Expressionsniveaus im Vergleich zwischen verschiedenen Tumorstadien

klarzelliger RCC. A: Tumorproben der Stadien pT1 und pT2 zusammengefasst zeigen keine signifikante Anderung der
GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-mRNA-Expressionsstarken im Vergleich zu pT3-Tumorproben. B: Der Vergleich aller
Tumorstadien untereinander zeigt ein signifikantes Absinken der relativen DAP-Kinase-Expression in pT2-Tumoren im
Vergleich zu Tumoren des pT1-Stadiums (p = 0,001) und Tumorproben des pT3-Stadiums (p = 0,002). Die statistischen
Analysen wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test durchgefiihrt, wobei ein p-Wert < 0,05 als statistisch
signifikant betrachtet wurde und mit einem Sternchen gekennzeichnet ist (*).

3.1.3.2 Expression der DAP-Kinase-mRNA in histologischen Subtypen des RCC

Die verschiedenen Subtypen des RCC unterscheiden sich in diversen klinisch-pathologischen
Parametern wie der Histomorphologie des Tumors, genetische Anomalien oder das Ansprechen auf
die Behandlung mit Wachstumsfaktoren (vgl. 1.1). Zudem ist die Aggressivitit der Tumore vom
histologisch klarzelligen Typ hoher als die des chromophil/papilldren Typs (GERHARZ et al., 1994;
RAMP et al., 2000). Um die Expression der DAP-Kinase in Abhéngigkeit vom histologischen Subtyp
des Tumors zu untersuchen, wurden die relativen DAP-Kinase-mRNA-Expressionsniveaus von 23
klarzelligen mit denen von 10 chromophil/papilldren Tumorproben verglichen. Da das Probenkollektiv
vorwiegend chromphil/papillire Tumore des Stadiums pT1 umfasste (vgl. Tab. 3.1.1), wurde die
Analyse aus Griinden der Vergleichbarkeit ausschlieBlich mit pT1-Proben durchgefiihrt. Das Ergebnis
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ist in Abbildung 3.1.5 in Form eines Boxplots dargestellt und zeigt, dass hierbei keine signifikanten
Unterschiede der DAP-Kinase-Expressionsstiarken nachweisbar waren (p = 0,802). Aufgrund einer zu
geringen Fallzahl an Tumorproben des chromophoben RCC (vgl. Tab. 3.1.1) konnten keine
statistischen Analysen zu den Verhiltnissen der DAP-Kinase-mRNA-Expression zwischen
klarzelligem und chromophoben, sowie zwischen chromophil/papilliren und chromophoben

Tumormaterial durchgefiihrt werden.
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E Kinase-mRNA-Expressionsniveaus zwischen
g,f 0 31 p =0,802 klarzelligen und chromophil/papilliren RCC.
-%Q ! Der p-Wert von 0,802 zeigt, dass keine
g% [ | statistisch signifikanten Unterschiede in der
E:L__Q 024 Expressionsstarke  der  DAP-Kinase-mRNA
w @ | e zwischen 23 RCC des klarzelligen und 10 des
ég chromophil/papillaren Typs nachweisbar sind.
%i 0,14 Fir die Analyse wurden aus Grinden der
o< Vergleichbarkeit nur relative DAP-Kinase-
09 [ EX| i
S = pressionswerte aus  Tumorproben des
© 01 Stadiums pT1 verwendet. Die statistische
& Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-
Test.
Nierenzellkar- klarzellig chromophil/papillar
zinomtyp: (n=23) (n=10)

(pT1-Proben)

3.1.4 Methylierungsanalyse des DAP-Kinase-Promotors im humanen RCC

In den meisten aller bisher untersuchten Tumorarten konnte gezeigt werden, dass die DAP-Kinase-
Genexpression zu einem erheblichen Anteil durch CpG-Methylierung des DAP-Kinase-
Promotorbereichs abgeschaltet ist (vgl. 1.6.4). Um zu {iberpriifen, ob in den 8% (6/72) der RCC ohne
nachweisbare DAP-Kinase-mRNA-Expression ebenfalls eine Hypermethylierung des DAP-Kinase-
Promotors vorliegt, wurden zehn repridsentative Tumorproben der 72 RCC und die jeweils
korrespondierenden nicht-neoplastischen Nierentubulusepithelgewebe auf den Methylierungszustand
des DAP-Kinase Promotors hin untersucht. Hierfliir wurde zunichst die genomische DNA aus den
Proben extrahiert und nach chemischer Modifikation durch die Behandlung mit Natrium-Bisulfit
mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) wie unter 2.2.2.7.4 beschrieben analysiert. Aus
Griinden des limitierten Probenmaterials waren in den ausgewéhlten Tumorproben lediglich zwei der
insgesamt sechs Proben ohne nachweisbare DAP-Kinase-mRNA-Expression enthalten. Genomische
DNA aus HeLa- und Raji-Zelllinien dienten als Positivkontrollen fiir unmethylierte bzw. methylierte
DAP-Kinase-Promotorbereiche (KATZENELLENBOGEN et al., 1999). Wie in Abbildung 3.1.6 gezeigt,
konnten durch die MSP-Analysen sowohl in den Tumorproben wie auch dem korrespondierenden
Normalgewebe ausschlieBlich unmethylierte Allele des DAP-Kinase-Promotors detektiert werden.
Selbst in den Tumorproben ohne nachweisbare DAP-Kinase-mRNA-Expression war dies der Fall.
Allein in der Raji-Probe war, wie erwartet, eine Methylierung des DAP-Kinase-Promotors
nachweisbar. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den 8% der RCC-Proben ohne DAP-Kinase-
mRNA-Expression keine CpG-Methylierung des DAP-Kinase-Promotors vorliegt und ein anderer
Mechanismus fiir den Verlust der DAP-Kinase-mRNA-Expression in diesen Tumoren verantwortlich

zu sein scheint.
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Abb. 3.1.6: MSP-Analyse des DAP-Kinase-Promotors in reprisentativen RCC-Proben und korrespondierendem

nicht-neoplastischem Normalgewebe. 5 pg genomischer DNA wurden durch Behandlung mit Natrium-Bisulfit chemisch
modifiziert und anschlieRend mit DAP-Kinase-Promotor-Methylierungs-spezifischen Primern in einer 40 Zyklen-umfassenden
MSP amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einem 3,5%-igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, wobei Tumor- und
korrespondierendes nicht-neoplastisches Nierentubulusepithelgewebe jeweils nebeneinander aufgetragen wurden. DNA-
Proben aus Raji- und Hela-Zellen fungierten als Positivkontrollen fiir methylierte bzw. unmethylierte DAP-Kinase-
Promotorbereiche. Das fir unmethylierte Promotorsequenzen spezifische PCR-Produkt besitzt eine GréfRe von 106 bp und das
dem methylierten DAP-Kinase-Promotor entsprechende Fragment weist eine GrolRe von 98 bp auf. Die Produkte kleiner als
75 bp sind Primer-Dimere. Tumorproben, in denen durch die ,Real-Time“-PCR-Analyse keine Expression der DAP-Kinase-
mRNA nachgewiesen werden konnte sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet. Abkiirzungen — S: DNA Standard; U: MSP
mit Primern spezifisch fir unmethylierte DNA-Bereiche; M: MSP mit Primern spezifisch fiir methylierte DNA-Bereiche; KNTE:
korrespondierendes Nierentubulusepithelgewebe.

3.1.5 DAP-Kinase-Proteinexpression im humanen RCC

Um die Ergebnisse der DAP-Kinase-mRNA-Expressionsanalyse auf Proteinebene zu verifizieren,
wurden zundchst Proteinproben von 12 RCC-Zelllinien aller histologischer Subtypen hergestellt und
im ,,Western Blot* auf die Expression des DAP-Kinase-Proteins untersucht. Wie Abbildung 3.1.7.A
zeigt, konnte die spezifische DAP-Kinase-Bande mit dem apparenten Molekulargewicht von 160 kDa
in 11 der 12 getesteten RCC-Zelllinien detektiert werden. Dies entspricht einem Anteil von 92% und
ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus der mRNA-Expressionsanalyse der primaren RCC-Proben.
Lediglich die Zelllinie chromophob-1 zeigte keine Bande auf der entsprechenden Hohe. Zusétzlich zur
spezifischen 160 kDa-Bande war in allen Zelllinien eine weitere Bande mit einem apparenten
Molekulargewicht von 100 kDa nachweisbar. Vergleicht man die spezifischen DAP-Kinase-Banden
der RCC-Zelllinien mit der des HeLa-Proteinextraktes, so ist ein geringer GrdéBenunterschied
erkennbar, der bei ldngerer Auftrennung der Proben in einer 6%-igen SDS-PAGE noch deutlicher
ausgepragt war (vgl. Abb. 3.1.7.B). Um zu iiberpriifen, ob es sich bei dem kleineren Protein der RCC-
Proben tatsdchlich um DAP-Kinase handelt, wurde eine Immunprézipitation (IP) von Gesamtprotein
der RCC-Zelllinie clearCa-5 mit einem zweiten gegen DAP-Kinase gerichteten Antikdrper (Santa
Cruz) durchgefiihrt und anschlieBend in einer 6%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt.
Gesamtprotein des HelLa- und clearCa-5-Rohextraktes wurden als Referenzproben ebenfalls

aufgetragen.
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Abb. 3.1.7: DAP-Kinase-Proteinexpression im humanen RCC. A: 20 uyg Gesamtprotein von 12 verschiedenen RCC-
Zelllinien wurden zusammen mit einem Proteinextrakt aus Hela-Zellen (Positivkontrolle) in einer 8%-igen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot* mit einem Anti-DAP-Kinase (Transduction Laboratories) und dem
entsprechenden Sekundarantikérper inkubiert. Eine Ponceau-Rot Farbung veranschaulicht, dass vergleichbare Proteinmengen
vorlagen. B: Detektion der DAP-Kinase nach langerer Auftrennung ausgewahlter Proben in einer 6%-ige SDS-PAGE. C:
Identifizierung der DAP-Kinase-Banden durch Immunprazipitation. 100 ug Gesamtprotein der RCC-Zelllinie clearCa-5 wurden in
einer IP mit einem zweiten Anti-DAP-Kinase Antikdrper (Santa Cruz) analysiert. Im ,Western Blot“ konnte die kleinere
Nierenzellkarzinom-spezifische Bande durch den zuvor eingesetzten Anti-DAP-Kinase Antikérper ebenfalls detektiert werden
und somit als DAP-Kinase-Protein identifiziert werden. D: Jeweils 100 yg Gesamtprotein sechs primarer RCC (vier des
Stadiums pT1 und zwei vom Stadium pT3) wurden im ,Western Blot* exemplarisch auf die DAP-Kinase-Expression hin
untersucht. Eine Ponceau-Rot Farbung verdeutlicht vergleichbare Proteinladungsmengen.

Im , Western Blot“ wurden die Proben mit dem nicht in der IP verwendeten Anti-DAP-Kinase
Antikorper (Transduction Laboratories) und dem entsprechenden Sekundérantikorper analysiert. Wie
in Abbildung 3.1.7.C dargestellt, konnte die kleinere Bande auch im Immunprézipitat nachgewiesen
und somit als DAP-Kinase-spezifische Bande identifiziert werden. Die zuvor im Rohextrakt zusétzlich
detektierte Bande mit dem apparenten Molekulargewicht von 100 kDa konnte dagegen nicht detektiert
werden, was auf eine unspezifische Bindung des im ,,Western Blot*“ verwendeten Antikorpers
hindeutet. Exemplarisch wurde die DAP-Kinase-Proteinexpression dariiber hinaus in sechs Proben des
Primértumorkollektivs untersucht, zwei des Stadiums pT1 und vier des pT3-Stadiums. (vgl. Abb.
3.1.7.D). In allen Proben konnte dabei eine DAP-Kinase-Proteinexpression nachgewiesen werden.
Zusammen mit den Ergebnissen zur DAP-Kinase-Proteinexpression in den RCC-Zelllinien

untermauert dies die Daten der mRNA-Expressionsanalyse sowie die der Methylierungsanalyse des
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DAP-Kinase-Promotors und deutet auf eine Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression im
humanen RCC hin.

3.1.6 Der Aktivitatszustand der DAP-Kinase im RCC

Da alle bisher dargestellten Ergebnisse auf eine Beibehaltung der DAP-Kinase-Expression im
humanen RCC hindeuten, wurde mit Hilfe eines in vitro ,,Kinase-Assays* der basale Aktivitdtszustand
des Proteins in 11 DAP-Kinase-exprimierenden RCC-Zelllinien (vgl. Abb. 3.1.7) untersucht. Zur
spezifischen Anreicherung des DAP-Kinase-Proteins wurde Gesamtprotein der jeweiligen unter
Normalbedingungen kultivierten RCC-Zelllinie mit einem Anti-DAP-Kinase Antikorper
immunprézipitiert, aufgereinigt und anschlieBend wie unter 2.2.4.6.1 beschrieben in einer
Kinasereaktion auf die enzymatische Aktivitdt hin analysiert. Wie in Abbildung 3.1.8.A dargestellt,
konnte lediglich in der RCC-Zelllinie clearCa-1 eine basale Aktivitit der DAP-Kinase nachgewiesen

werden. In zehn der elf getesteten Zelllinien war keine Kinaseaktivitit des Proteins detektierbar.
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Abb. 3.1.8: Detektion der basalen DAP-Kinase-Aktivitit in 11 humanen RCC-Zelllinien. A: ,Kinase-Assay“. 100 ug
Gesamtprotein der jeweilgen RCC-Zelllinie wurden mit einem DAP-Kinase-spezifischen Antikdrper immunprazipitiert und
anschlieRend mit radioaktivem [y-?P]-ATP und dem DAP-Kinase-Peptidsubstrat (Tocris, KoéIn) inkubiert. Die kompletten
Reaktionsansatze wurden durch eine 12%-ige SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und nach Trocknen des Gels wurden
die phosphorylierten Substrate autoradiographisch detektiert. Aus Griinden der Ubersicht sind die ,Western Blot* Daten zum
Expressionsnachweis der DAP-Kinase zusatzlich mit aufgefihrt (B). Eine Ponceau-Rot Farbung diente als Nachweis, dass
vergleichbare Proteinmengen vorlagen (C).

3.1.7 DAP-Kinase-Expression in mononukledren Zellen des peripheren Blutes

Neben dem RCC wurde die DAP-Kinase-mRNA- und -Proteinexpression auch in humanen nicht-
neoplastischen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) untersucht. Die darin
enthaltenen T-Zell-Lymphozyten, lassen sich durch die Behandlung mit mitogenen Substanzen wie
zum Beispiel Concanavalin A (Con A) zur Zellproliferation stimulieren und stellen als
Zellkulturmodell damit im Vergleich zu den malignen, entartet-proliferierenden Tumorzellen ein
physiologisch-proliferierendes Zellsystem dar (FUKUDA et al., 2002). Fiir diec Analyse der DAP-
Kinase-Expression in ruhenden und stimulierten Lymphozyten wurden PBMCs aus Vollblutkonserven
von vier verschiedenen, nicht miteinander verwandten Spendern isoliert. Ein Teil der ruhenden Zellen

wurde direkt als unstimulierte Fraktion geerntet, die restlichen Zellen wurden mit 10 pg/ml Con A
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versetzt, fiir 6 bis 10 Tage kultiviert und nach Einsetzen der Proliferation, ebenfalls geerntet. Die
Analyse zur DAP-Kinase-mRNA-Expression wurde mit Hilfe der RT-PCR durchgefiihrt. Wie
Abbildung 3.1.9 zeigt, konnte in den jeweils ruhenden PBMCs aller vier Spender eine deutliche
Expression der DAP-Kinase-mRNA nachgewiesen werden. Eine Amplifikation des ,,Housekeeping-
Gens“ GAPDH diente als Abgleich um Schwankungen innerhalb der cDNA-Synthese zu nivellieren.
Die densitometrische Auswertung der Bandenintensititen zeigt vergleichbare Werte fiir die GAPDH-
normalisierten DAP-Kinase-mRNA-Expressionswerte in allen vier Spendern. Interessanterweise
wurde in den zur Proliferation stimulierten PBMCs bei konstanter GAPDH-Expression eine deutlich
verringerte DAP-Kinase-Expression detektiert. Im Vergleich zur jeweils unstimulierten Fraktion
entsprach das einer Abnahme der GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-Expression um Faktoren
zwischen 6,9 (Spender I) und 13,3 (Spender 1I).
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Abb. 3.1.9: Detektion der DAP-Kinase-mRNA-Expression in ruhenden und Con A-stimulierten mononukleéren
Zellen. A: Jeweils 1 ug RNA von unstimulierten bzw. Con A-stimulierten PBMCs vier verschiedener Spender wurde in cDNA
transkribiert und in einer 30 Zyklen-umfassenden PCR mit DAP-Kinase- und GAPDH-spezifischen Primern amplifiziert. Die
PCR-Reaktionen wurden anschlieRend auf einem 1,5%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und lieferten distinkte
Banden mit den GréRen 496 bp fiir DAP-Kinase und 210 bp fir GAPDH. Alle Bandenintensitaten wurden densitometrisch
ausgewertet. Die Verhaltnisse der GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-Expressionsniveaus von unstimulierten und stimulierten
Proben sind zur Veranschaulichung der Expressionsabnahme als Negativwerte dargestellt. B: Balkendiagrammdarstellung der
Mittelwerte aller GAPDH-normalisierten DAP-Kinase-Expressionsniveaus inklusive der Standardabweichung. Die Statistik
wurde mit Hilfe des Student’s t-Test durchgefiihrt, wobei ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet wurde und mit
einem Sternchen gekennzeichnet ist (*). Abkirzung — Con A: Concanavalin A
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Die statistische Analyse der mittleren DAP-Kinase-Expressionsdnderung aller vier Spendern belegt
durch einen p-Wert < 0,0005, dass die beobachtete Abnahme der DAP-Kinase-Expression hoch
signifikant war (vgl. Abb. 3.1.9.B). Da die Expressionsdnderung in den PBMCs aller vier Spender zu
beobachten war, sind Spender-spezifische Effekte als Ursache hierfiir auszuschlieBen. Um die DAP-
Kinase-mRNA-Expressionsdaten auf Proteinebene zu verifizieren, wurden ,,Western Blot“-Analysen
mit Gesamtprotein der unstimulierten und stimulierten PBMC-Proben durchgefiihrt. Abbildung 3.1.10
zeigt, dass auch auf Proteinebene eine Abnahme der DAP-Kinase-Expression in den stimulierten
PMBCs zu verzeichnen war. Interessanterweise war gerade in den unstimulierten Proben, die auf
mRNA-Ebene eine schwichere DAP-Kinase-Expression zeigten, eine stirkere Expression auf
Proteinebene vorhanden (vgl. Abb. 3.1.9/10 Spender I und IV). Die DAP-Kinase-Expression in den
unstimulierten Proben von Spender Il und IIl war auf Proteinebene dagegen nur sehr schwach
erkennbar. Neben der DAP-Kinase-Expression wurde ebenfalls die Expression von Survivin
untersucht. Survivin ist ein Mitglied der [AP-Familie, das Zellzyklus-abhédngig exprimiert wird und als
Proliferartionsmarker eingesetzt werden kann (FUKUDA et al.,, 2002). Wie erwartet war in allen
Concanavalin A-stimulierten Proben eine deutliche Zunahme der Survivin Expression zu verzeichnen,
was die Proliferationaktivitit in den Mitogen-stimulierten PBMCs belegt. DAP-Kinase und Survivin
werden hier gegenldufig exprimiert, was fir DAP-Kinase im Gegensatz zu Survivin auf eine
Proliferations (und evtl. Differenzierungs)-gekoppelte Suppression der Expression hindeutet (vgl.
Abb. 3.1.10).
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3.1.7.1 Methylierungsanalyse des DAP-Kinase-Promotors in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes

Die Ergebnisse aus der DAP-Kinase-Expressionsanalyse in unstimulierten und Mitogen-stimulierten
PBMC:s lieferten Hinweise fiir eine Proliferations-bedingte Abnahme bzw. Abschaltung der DAP-
Kinase-Genexpression. Es wurde daher der Methylierungszustand des DAP-Kinase-Promotors in
ruhenden und zur Proliferation stimulierten PBMCs untersucht, um zu iiberpriifen, ob eine DNA-
Methylierung im DAP-Kinase-Promotorbereich fiir die Abschaltung der Genexpression in stimulierten

PBMCs verantwortlich sein kann. Exemplarisch wurde hierfiir die genomische DNA aus stimulierten
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und unstimulierten PBMCs zweier weiterer Spender isoliert und nach Natrium-Bisulfit-Modifikation
mittels MSP auf den Methylierungszustand des DAP-Kinase-Promotors analysiert. Abbildung 3.1.11
zeigt, dass sowohl in den unstimulierten wie auch stimulierten Proben jeweils ausschlieBlich
unmethylierte Allele der DAP-Kinase-Promotorregion detektiert werden konnten, was auf einen
Methylierungs-unabhédngigen Mechanismus zur Regulation der DAP-Kinase-Expression hinweist.
Aufgrund der limitierten Fallzahl der Proben ist allerdings lediglich eine tendenzielle Aussage hierzu
moglich. Wie bereits fiir die MSP-Untersuchung der priméren Nierezellkarzinomproben diente
genomische DNA der Zelllinien Raji und HelLa als Positivkontrollen fiir methylierte bzw.
unmethylierte DAP-Kinase-Promotorbereiche, und lieferten die jeweils erwarteten Ergebnisse.
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Abb. 3.1.11: MSP-Analyse des DAP-Kinase-Promotors in stimulierten und unstimulierten PBMCs. 5 ug genomischer
DNA wurden durch Behandlung mit Natrium-Bisulfit chemisch modifiziert, anschlieRend mit DAP-Kinase-Promotor-
Methylierungs-spezifischen Primern in einer 40 Zyklen-umfassenden MSP amplifiziert und die PCR-Produkte auf einem 3,5%-
igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Genomische DNA von Raji- und HeLa-Zellen fungierte dabei als Positivkontrolle
fur methylierte bzw. unmethylierte DAP-Kinase-Promotorbereiche. Das fiir unmethylierte Promotorsequenzen spezifische PCR-
Produkt besitzt eine Gréfe von 106 bp und das dem methylierten DAP-Kinase-Promotor entsprechende Fragment weist eine
GrolRe von 98 bp auf. Abklrzungen — Con A: Concanavalin A; S: DNA-Standard; U: MSP mit Primern spezifisch fir
unmethylierte DNA-Bereiche; M: MSP mit Primern spezifisch fiir methylierte DNA-Bereiche.

3.1.8 Analyse des Survivin/DAP-Kinase-Expressionsverhaltnisses im RCC

Die Apoptosebereitschaft einer Zelle wird entscheidend durch das Verhidltnis von pro- zu anti-
apoptotischen Faktoren bestimmt. Hohe Expressionslevel des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP im
Verhiltnis zum direkten Interaktionspartner Caspase-8 sind beispielsweise mit einer zunechmenden
Resistenz gegeniiber der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose im Blasenkarzinom verbunden
(JONSSON et al., 2003). Auflerdem konnte fiir das RCC ein im Laufe der Tumorprogression steigendes
Ungleichgewicht der Expressionsniveaus von XIAP und Smac/DIABLO gezeigt werden (YAN et al.,
2004). Dariiber hinaus kann auch das Verhiltnis von pro- und anti-apoptotischen Proteinen, die nicht
direkt miteinander assoziiert sind oder sich direkt antagonistisch beeinflussen von prognostischer
Bedeutung sein, wie fiir die Survivin Expression im Verhéltnis zur Expression des CD95-Rezeptors im
Neuroblastom und manchen pédiatrischen Tumoren gezeigt werden konnte (SANDLER et al., 2002;
TAKAMIZAWA et al., 2001).

Da die Ergebnisse zur DAP-Kinase-Expression in ruhenden bzw. Mitogen-aktivierten PBMCs fiir eine
antagonistisch regulierte Expression der pro-apoptotischen DAP-Kinase und des anti-apoptotischen
Proteins Survivin wihrend der Zellproliferation sprechen, wurde das Verhéltnis der jeweils GAPDH-

normalisierten Survivin- und DAP-Kinase-mRNA-Expressionsniveaus in unterschiedlichen Stadien
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von klarzellingen RCC-Proben untersucht (die entsprechenden Werte fiir die Survivin-
Expressionsniveaus wurden mir freundlicherweise von Herrn Thomas Krieg zur Verfiigung gestellt).
Hierfiir wurden die Expressionsratios von neun pT1-Tumorproben mit denen von 12 Tumorproben des
pT3-Stadiums verglichen. Aufgrund der drastischen Abnahme der DAP-Kinase-Expressionswerte in
Tumorproben des pT2-Stadiums (vgl. Abb. 3.1.4) wurden diese in die Analyse nicht miteinbezogen.
Wie in Abbildung 3.1.12 dargestellt, ist hierbei eine hochsignifikante Zunahme der Survivin-mRNA-
Expression im Verhiltnis zur DAP-Kinase-mRNA-Expression im pT3-Stadium erkennbar (p = 0,006),
was auf eine Zunahme des anti-apoptotischen Charakters von Tumoren in fortgeschritteneren Stadien
hindeutet. Da die Apoptoseresistenz eines Tumors vielfach mit einer Dysregulation der Proliferation
verbunden ist (WAGENER, 1999), spiegelt das gednderte Survivin/DAP-Kinase-Verhiltnis in den
fortgeschritteneren RCC auch die in den PBMCs beobachtete antagonistisch regulierte Expression von
Survivin und DAP-Kinase wider, wonach in proliferierenden Zellen die DAP-Kinase-Expression ab-

und die Survivin-Expression zunimmt.

*
p = 0,006

[\%]

(Survivin/DAP-Kinase)

/=

o

Relatives mRNA-Expressionsniveau

-1 - -
Tumor- pT1 pT3
stadium (n=9) (n=12)

Abb.3.1.12: Survivin/DAP-Kinase-mRNA-Expressionsratios im Vergleich zwischen klarzelligen Nierenzell-
karzinomen des pT1- und pT3-Stadiums. Die jeweils GAPDH-normalisierten DAP-Kinase- und Survivin-Expressionswerte von
9 pT1- und 12 pT3-Proben wurden analysiert. Der p-Wert von 0,006 zeigt, dass die Survivin-mRNA-Expression im Verhaltnis
zur DAP-Kinase-mRNA-Expression signifikant ansteigt (gekennzeichnet durch *). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Mann-Whitney-Test.
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3.2 Untersuchungen zur funktionellen Inaktivierung des Daxx-Gens im
humanen RCC

Neben der Analyse zur Expression und funktionellen Inaktivierung des pro-apoptotischen DAP-
Kinase-Gens wurde auch die funktionelle Bedeutung des Apoptose-relevanten Faktors Daxx im
humanen Nierezellkarzinom untersucht. Da auch Daxx einen pro-apoptotischen Faktor darstellt, indem
es bspw. als Verstirker der CD95-abhéngigen Apoptose fungiert (YANG et al., 1997; CHANG et al.,
1998; CHARETTE et al., 2000) wurde untersucht, ob im RCC eine funktionelle Inaktivierung des Daxx-
Gens vorliegt, welche moglicherweise zu einer Fehlregulation der Apoptose in diesem Tumor

beitragen konnte.

3.2.1 Expression von Daxx in humanen RCC-Zelllinien

Analog zu den DAP-Kinase-betreffenden Untersuchungen wurde mittels RT-PCR zunichst der Daxx-
Expressionsstatus im humanen RCC anhand von 22 RCC-Zelllinien histologisch-unterschiedlicher
Subtypen analysiert. Jeweils 1pg Gesamt-RNA wurde zundchst in c¢cDNA transkribiert und
anschliefend in einer PCR mit Daxx-spezifischen Primern amplifiziert. Als nicht reguliertes
»~Housekeeping-Gen“ wurde GAPDH amplifiziert. Wie in Abbildung 3.2.1 dargestellt, konnte in 20
der 22 getesteten RCC-Zelllinien das dem Daxx-Transkript entsprechende 316 bp-Fragment detektiert
werden, welches durch DNA-Sequenzierung schlieflich als Daxx-Sequenz identifiziert wurde (Daten
nicht gezeigt). Neben dem erwarteten Daxx-Fragment trat in nahezu allen Proben eine weitere Bande,
unterhalb der 200 bp-Marke auf. In den Zelllinien clearCa-6, -20, -21 und chromophil-4 sowie einer
RCC-Zelllinie unbekannter Histologie, war dariiber hinaus noch eine weitere, darunter liegende Bande
sichtbar.
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Abb. 3.2.1: Daxx-mRNA-Expression in 22 verschiedenen RCC-Zelllinien. Jeweils 1 ug RNA wurde in cDNA transkribiert
und daraufhin in einer 50 Zyklen-umfassenden ,Real-Time“-PCR mit Daxx-spezifischen Primern amplifiziert. GAPDH wurde in
einer separaten PCR als Referenzgen amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2,5%-igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die PCR mit den Daxx-spezifischen Primern lieferte ein 316 bp-
Produkt und die GAPDH-PCR lieferte ein Fragment von 257 bp. Zu dem histologischen Subtyp einer RCC-Zelllinie lagen keine
Daten vor (N.D.: nicht determiniert).
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Die Zelllinien clearCa-7 und -18 wiesen anstelle des 316 bp-Fragments eine dominante Bande mit
einer apparenten Grofe von ca. 500 bp auf. Die Tatsache, dass eine Amplifikation von genomischer
DNA einem 476 bp-Produkt entsprechen wiirde (NCBI AccNr.: Z97183) und die Beobachtung, dass
in den korrespondierenden GAPDH-PCRs der clearCa-7- und clearCa-18-Probe neben dem erwarteten
257 bp-Fragment ebenfalls ein weiteres, groBeres Fragment amplifiziert wurde, deuteten daraufhin,
dass in diesen Proben eine Kontamination mit genomischer DNA vorgelegen haben konnte und es sich
bei den zusitzlich detektierten Banden um DNA-basierte Amplifikationsprodukte handelte. Zur
Uberpriifung wurden daher Kontroll-PCRs mit Daxx-spezifischen Primern durchgefiihrt, in denen
genomische DNA analysiert wurde. Um statistisch Patienten-spezifische Effekte bzw. Unterschiede
aufgrund der Entartung des Gewebes als Ursachen fiir das Auftreten von zusdtzlichen Banden
ausschliefen zu konnen, wurden DNA-Proben von neun verschiedenen Nierentumoren und den
jeweils korrespondierenden, nicht-neoplastischen Nierentubulusepithelgeweben untersucht. In allen
PCR-Reaktionen konnte lediglich eine distinkte Bande mit der erwarteten Fragmentgréfe von 476 bp
detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.2), die den beobachteten Banden in den Proben clearCa-7 und -18
entspricht und diese demnach als ,,genomischen Ursprungs® identifiziert. Die entsprechenden RNA-
Proben wurden somit als ,,DNA-kontaminiert identifiziert, so dass die Ergebnisse beziiglich der
Daxx-Expression fiir die Zelllinien clearCa-7 und -18 nicht aussagekréftig waren.

Die in der RT-PCR zusitzlich aufgetretenen Banden unterhalb der 200 bp-Markerbande wurden in der
Kontroll-PCR nicht detektiert und schienen somit keine DNA-basierten Amplifikationsprodukte

darzustellen.

Patienten-Nr.: | || 1] \Y V Vi Vll V||| IX
(\b \6 d‘ “ «(’/ 0“ ,«\(’/ «Q/ 0 0“ ,\Q/

<« Daxx
(genomisch)

Abb. 3.2.2: PCR mit Daxx-spezifischen Primern zur Detektion von DNA-basierten Amplifikationsprodukten. Jeweils

300 ng genomischer DNA von neun verschiedenen primdren RCC-Proben und den entsprechenden nicht-neoplastischen
Nierentubulusepithelgeweben wurden in einer 50 Zyklen-umfassenden ,Real-Time“-PCR mit Daxx-spezifischen Primern
amplifiziert, anschlieRend auf einem 1,5%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die
PCR mit genomischer DNA als ,Template* lieferte ein distinktes 476 bp-Fragment. Jeweils korrespondierendes Tumor- und
nicht-neoplastisches Nierentubulusepithelgewebe eines Patienten wurden nebeneinander aufgetragen (symbolisiert durch einen
Querbalken). Abklrzung — KNTE: korrespondierendes nicht-neoplastisches Nierentubulusepithelgewebe.

3.2.2 Identifizierung der Daxx-SpleiBvarianten Daxx-f und Daxx-y

Die DNA-Sequenzanalyse der zwei kleineren (< 200 bp) in der RT-PCR amplifizierten Fragmente
ergab, dass es sich bei beiden Produkten um eine Daxx-mRNA-Sequenz handelte, wobei im Falle des
kleineren Fragmentes die ersten 170 nt des Exon 6 Bereichs deletiert sind und im Falle des groferen
Fragmentes die ersten 18 nt von Exon 6 erhalten sind und die folgenden 152 nt fehlen. Die Grofen der
beiden PCR-Produkte entsprechen somit 146 bp bzw. 164 bp (vgl. Abb. 3.2.1). Das dem groferen

Fragment entsprechende Transkript wird im Folgenden Daxx-f und das zum kleineren Fragment
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korrespondierende Transkript wird Daxx-y genannt. Der Verlust von Teilen des Exon 6 innerhalb der
mRNA-Sequenz weist auf alternatives Spleilen der Daxx-pri-mRNA hin. Mit Hilfe der NetGene2
Software wurde die genomische Sequenz von Daxx auf das Vorkommen potentieller ,kryptischer
Spleilidonor— und — Akzeptorstellen in Exon 6 iiberpriift.
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Abb. 3.2.3: Ergebnis der NetGene2-Analyse potentieller SpleiRdonor- und Akzeptorstellen innerhalb des Daxx-
Gens. Der obere Kasten zeigt die Wahrscheinlichkeit einer kodierenden Region an, wobei Werte um 1 einer hohen
Wahrscheinlichkeit entsprechen. Der mittlere und der untere Kasten zeigen jeweils die Ubereinstimmung der entsprechenden
Sequenz mit den Konsensusequenzen fiir SpleiRdonor- und -akzeptorstellen an, wobei die roten und griinen Kurven dem
jeweiligen 90%-igen Schwellenwert entsprechen. Die reguldre Exon (Ex)-Abfolge ist in 5 — 3’ Richtung durch rote Querbalken
dargestellt. Die grinen Pfeile demonstrieren die in Daxx-B und Daxx-y verwendeten kryptischen SpleiRdonor- und
-Akzeptorstellen.

Die Analyse zeigt, dass die in Daxx-f fehlende 152 nt-umfassende Sequenz des Exon 6 von
potentiellen Spleidonor- und -akzeptorstellen flankiert wird (vgl. Abb. 3.2.3), die, obwohl die
kryptische Spleildonorstelle knapp unterhalb des 90%-igen Schwellenwertes liegt, mit der
Konsensussequenz herkémmlicher ~Spleidonor- ({C/A} AG | GT {A/G} AGT) und
SpleiBakzeptorstellen ({T/C};; N {C/T} AG | G) weitestgehend iibereinstimmen (MOUNT, 1982;
STADEN, 1984; vgl. Abb. 3.2.4).

Bei der Bildung von Daxx-y wird die reguldre Spleiidonorstelle der Daxx-pra-mRNA am Exon
5/Intron Ubergang mit der ,.kryptischen* SpleiBakzeptorstelle innerhalb von Exon 6 verwendet, was
zur Deletion der kompletten ersten 170 nt von Exon 6 fiihrt. Daxx-f und Daxx-y stellen somit
alternative SpleiBprodukte der Daxx-pri-mRNA dar. In Abbildung 3.2.5 ist die Konsequenz des

unterschiedlichen Spleilens schematisch dargestellt.
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Abb. 3.2.4: Darstellung des alternativen SpleiBen von Daxx auf Sequenzebene. Bei der Bildung von Daxx- ist ein
152 nt-umfassender Bereich von Exon 6 durch die Verwendung Konsensussequenz-homologer kryptischer SpleiRdonor und
-akzeptorstellen deletiert. Im Fall von Daxx-y wird die regulare SpleiRdonorstelle zwischen Exon 5 und dem angrenzenden
Intron mit der kryptischen, in Exon 6 gelegenen Akzeptorstelle verwendet, wodurch die kompletten ersten 170 nt des Exon 6
deletiert sind (NCBI AccNr.: Z97183). Die aufgrund des SpleiRvorgangs deletierten Sequenzbereiche sind grau dargestellt.
Abbkirzungen — SD: SpleiRdonorstelle; SA: Spleilakzeptorstelle.

Die Tatsache, dass in allen (DNA-kontaminationsfreien) Proben der RCC-Zelllinien eine Daxx-
mRNA-Expression detektiert wurde, deutet darauf hin, dass Daxx, wie auch DAP-Kinase, im
humanen RCC nicht auf Ebene der Expression inaktiviert wird. Auf eine Expressionsanalyse mit
einem statistisch relevanten Primirtumorenkollektiv wurde daher verzichtet. Alternativ ist eine
Inaktivierung von Daxx durch den Mechanismus des Spleilens denkbar, was bereits fiir andere
Apoptose-relevante Faktoren wie bspw. CD95 oder Caspase-2 und -9 beschrieben wurde (CHENG et
al., 1994; CASCINO et al., 1995; WANG et al., 1994; JIANG et al., 1998; SEOL & BILLIAR, 1999). Zum
einen hat, unter der Annahme einer gleich bleibenden mRNA-Expression, die Bildung der Varianten
Daxx-p und Daxx-y eine relative Erniedrigung der Hauptform Daxx-a zur Folge. Zum andern konnten
die Varianten natiirliche dominant-negativ-Formen von Daxx-o darstellen, welche im RCC die
Inaktivierung der Hauptformen Daxx-a vermitteln. Um dies untersuchen zu kénnen, wurden die Daxx-

Spleifvarianten zunichst strukturell und funktionell charakterisiert.

3.2.3 Strukturelle Charakterisierung von Daxx-p und Daxx-y

Die 152 nt- bzw. 170 nt-umfassende Deletion innerhalb von Exon 6 in Daxx- und Daxx-y hat eine
Verschiebung des Leserahmes zur Konsequenz, wodurch ein neues Stop-Kodon in Exon 7 generiert
wird, das 4 nt vor dem reguldren Stop-Kodon lokalisiert ist. Das Exon 7 in Daxx- und Daxx-y ist
somit um 4 nt verkiirzt und umfasst lediglich 56 Nukleotide. Die Anderung des Leserasters bewirkt in

beiden Daxx-Varianten die Bildung eines neuen carboxyterminalen Proteinbereichs, der im Fall von
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Daxx-p aus 36 Aminosduren besteht, die den Nukleotiden 19-71 des alternative gespleiliten Exon 6
und 56 Nukleotiden des urspriinglichen Exon 7 entsprechen. Das Protein Daxx-f ist mit 688
Aminosduren um 52 Aminosdurereste kiirzer als Daxx-o und hat ein entsprechend geringeres
kalkuliertes Molekulargewicht von 76,3 kDa. Dariiber hinaus unterscheidet sich Daxx- im molaren
Extinktionskoeffizienten (36190 M"' cm” + 5%) und besitzt mit 4,72 einen weniger sauren
Isoelektrischen Punkt, wodurch die Ladung bei pH = 7 weniger negativ ist, als die von Daxx-a (vgl.
Tab. 3.2.1).

- ex5 — exb —ex7— Daxx-pra-mRNA Abb. 3.2.5: schematische

223 nt 60 nt Darstellung des alternativen
SpleiBens. Bei beiden alternativ
gespleifiten Transkripten kommt es zu
einer Leserahmenverschiebung (blau
bzw. gelb dargestellt), wodurch in Exon 7
ein neues Stop-Kodon generiert wird,
welches 4 nt vor dem regularen lokalisiert
ist. Abklrzungen — SD:

SpleilRdonorstelle; SA: Spleilakzeptor-

ex7— reguldre Daxx-c—mRNA

]STCIP ?TOP

- ex5 élxb‘ bx?— - exb‘iex?— stelle. * kennzeichnet die kryptischen
71nt 56nt 53nt 56 nt Spleikdonor- und Akzeptorstellen.
Daxx-f-mRNA Daxx-y-mRNA

alternative SpleiBprodukte

Zur  Identifizierung  relevanter  Proteindomdnen  und  mdglicher  posttranslationaler
Modifikationsbereiche wurde die Aminosduresequenz von Daxx-B mit Hilfe der PROSITEScan
Software analysiert. Wie in Abbildung 3.2.6 dargestellt, sind durch die Anderung der
Aminosduresequenz zwei potentielle Proteinkinase C (PKC)- und vier Caseinkinase II (CK2)-
Phosphorylierungsstellen sowie zwei N-Myristylierungsstellen deletiert worden, wihrend gleichzeitig
neue Phosphorylierungsstellen fiir PKC an Aminosaureposition 676 und 679 bzw. fiir CK2 an Position
679-682 entstanden sind. Zusétzlich entsteht an Position 655 bis 661 eine N-6-Methylase-Signatur, die

in Daxx-a nicht vorhanden ist.

Tab. 3.2.1: Biochemische Grunddaten der Daxx-Varianten

Analyse* Daxx-a Daxx-8 Daxx-y
Molekulargewicht [g/mol] 81375 76329 75566
Anzahl der Aminosauren 740 688 682
Molarer Extinktions- 29580+ 5% 36190+5% 34910+ 5%
koeffizient [M™* cm™]

Isoelektrischer Punkt 4,69 4,72 4,71
Ladung bei pH = 7 [C] -46,96 -43,04 -43,04

*Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Sofware DNAStar (Lasergene; Version 4.03)

Da bei der Bildung von Daxx-y die reguldre SpleiBdonorstelle an der Exon 5/Intron Grenzen mit der
kryptischen SpleiBakzeptorstelle innerhalb des Exon 6 verwendet wird, sind die kompletten ersten 170
nt von Exon 6 deletiert, was zu einem im Vergleich zu Daxx-f um 6 Aminosduren (entsprechend 18

nt) verkiirzten C-Terminus fiihrt. Die Spleilakzeptor-Stelle ist mit der von Daxx-f identisch, so dass
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die gleiche Leserasterverschiebung stattfindet und die entstandenen Modifikationen im
Carboxyterminus von Daxx-y daher (bis auf eine fehlende CK II-Phosphorylierungsstelle) identisch
mit der von Daxx-f sind (vgl. Abb. 3.2.6). Daxx-y stellt mit 682 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 75,6 kDa somit die kleinste der drei Daxx-Isoformen dar. Aufgrund der hohen
Sequenzdhnlichkeit von Daxx-y zu Daxx-f unterscheiden sich die beiden Varianten hinsichtlich des
molaren Extinktionskoeffizenten und des Isoelektrischen Punktes nicht wesentlich voneinander (vgl.
Tab. 3.2.1). Der verdnderte C-Terminus von Daxx-f und Daxx-y hat unter Umstinden auch
Auswirkungen auf die Faltung des Proteins. Eine in silico Analyse zur Vorhersage von
Sekundérstrukturelementen zeigt, dass im Gegensatz zu Daxx-a im C-terminalen Proteinbereich von
Daxx- kaum und dem von Daxx-y keine B-Faltblattbereiche ausgebildet werden. Trotz der hohen
Sequenzdhnlichkeit von Daxx-f und Daxx-y sind daher auch Unterschiede in der Tertidrstruktur
zwischen diesen beiden Daxx-Isoformen denkbar. Daxx-p und Daxx-y weisen im Gegensatz zu Daxx-
o einen erhohten Anteil an ,,Coil“-Bereichen auf, a-helicale Bereiche werden nach dem Algorithmus
von Chou und Fasman (CHOU & FASMAN, 1978) weder fiir den C-Terminus von Daxx-a noch fiir den
von Daxx-p und Daxx-y vorhergesagt (vgl. Abb. 7.1, Anhang).
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Abb. 3.2.6: schematische Darstellung der Daxx-Isoformen. A: Das alternative SpleiRen zur Bildung von Daxx-f und
Daxx-y hat eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge, wodurch sich die Aminosduresequenz ab Position 653 in Daxx-f
(hellgrau unterstrichen) und ab Position 647 in Daxx-y (grau unterstrichen) andert. B: Schematische Darstellung der drei Daxx-
Varianten mit den entsprechenden potentiellen, durch PROSITE identifizierten posttranslationellen Modifikationsstellen und dem
in Daxx-B und Daxx-y neu entstandenen IBM-Motiv (vgl. 3.2.3.1). Die jeweiligen potentiellen posttranslationellen
Modifikationsbereiche sind auch in A auf Sequenzebene durch die entsprechenden Graustufen hervorgehoben. Abkirzungen —
CK2: Caseinkinase II-Phosphorylierungsstelle; PKC: Proteinkinase C-Phosphorylierungs-stelle; N6-MTase: N-6-Methylase-
Signatur; IBM: IAP-Bindemotiv.

3.2.3.1 Daxx-p und Daxx-y enthalten ein potentielles IAP-Bindemotiv

Neben der N-6-Methylase-Signatur ist in Daxx-f und Daxx-y eine weitere, neue Proteindomine

entstanden, die in Daxx-a nicht vorkommt. An Aminosdure Position 655 (Daxx-f) bzw. 649 (Daxx-y)
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ist ein sogenanntes IAP-Bindungsmotiv (IBM) lokalisiert, das dem Drosophila-RHG-Motiv bei
reaper, hid und grim entspricht, sowie bei Caspase-9, Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 zu finden ist
(SALVESEN & DUCKETT, 2002). Diese Doméne wird durch die Aminosdurekonsensussequenz Alanin-
Valin-Prolin-Isoleucin (AVPI) gebildet und ist fiir Bindung an Proteine der Inhibitor of Apoptosis
Protein (IAP)-Familie verantwortlich. Smac/DIABLO beispielsweise bindet iiber diese Doméne das
Protein XIAP, wodurch wiederum dessen Bindung und die damit assoziierte Inaktivierung von
Caspase-9 verhindert wird (vgl. 1.6.2). Der in Abbildung 3.2.7 dargestellte Sequenzvergleich des
Daxx-p/-y-IBM-Motivs zeigt die Ahnlichkeit zu den IBM-Motiven anderer Proteine.

Faktoren IAP-Bindungsmotiv (IBM) Abb. 3.2.7: vergleich des IBM-Motivs von
Smac/DIABLO Daxx-B und Daxx-y mit IBM-Sequenzen
Daxx-p/—y anderer Proteine. Dargestellt ist das Ergebnis
Omi/HtrA2 eines mit ClustalW (erweitert mit Boxshade)

Murine Caspase-9
Humane Caspase-9

D. melanogaster Reaper
D. melanogaster Hid

D. melanogaster Grim
D. melanogaster Skl

durchgefihrten, multiplen Sequenzvergleiches
der IBM-Motive von Daxx-f§ bzw. Daxx—y und
anderen Faktoren. Konservierte Aminosauren
sind hierbei schwarz unterlegt. Der Kasten
symbolisiert die 4 zur Ausbildung des IBM-
Motives essentiellen Aminosauren.

Im Vergleich zu Smac/DIABLO ist beispielsweise lediglich der Isoleucinrest des AVPI-Motivs durch
einen Asparaginrest ersetzt. Eine Stammbaumanalyse verdeutlicht dariiber hinaus die ausgeprigte
Homologie der Sequenz; demnach weist das IBM-Motiv der Daxx-Varianten die gréfite Homologie
zur Serin-Protease Omi/HtrA2 auf (vgl. Abb. 3.2.8). Fiir die biologische Aktivitit des [AP-Motivs
muss dies allerdings N-terminal exponiert sein oder durch eine Prozessierung des Proteins N-terminal
freigesetzt werden. So wird Smac/DIABLO zunéchst in einer Pro-Form mit einer aminoterminalen,
mitochondrialen Zielsequenz gebildet, die beim Import in die Mitochondrien proteolytisch abgespalten
wird und das IBM-Motiv danach das aminoterminale Ende des Proteins bildet (VERHAGEN et al.,
2000; WU et al, 2000; SUZUKI et al., 2001). PSORT II-Analysen der Daxx-f- und Daxx-y-
Aminosduresequenz lieferten allerdings keinen Hinweis auf das Vorhandensein vergleichbarer
Signalpeptid- oder Zielsequenzen, die zur Prozessierung und der damit verbundenen Freisetzung des
IBM-Motivs fithren konnten (Daten nicht gezeigt).

Daxx-B/-y

Omi/HtrA2
Smac/DIABLO
............................ Murine Caspase-9
Humane Caspase-9
......................................... D. melanogaster Skl
------------------------------------------------------------ D. melanogaster Hid

- e e e e e e s sn s s s s saa e e e e s D. melanogaster Reaper
-------------------------------------------------------------------------------- D. melanogaster Grim

Abb. 3.2.8: Stammbaumanalyse der potentiellen IAP-Bindungsmotive in Daxx-p und Daxx-y. Der Grad der Homologie
mit den IBM-Sequenzen anderer Proteine ist graphisch dargestellt. Die Analyse wurde mit der Software DNAStar (Lasergene;
Version 4.03) durchgefuhrt.
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Zur Identifizierung moglicher Erkennungsschnittstellen zelluldrer Proteasen, deren Spaltung die
Feisetzung des IBM-Motivs als Konsequenz hitte, wurde die Daxx-p- und Daxx-y-
Aminoséduresequenz mit Hilfe der ,,Pepdicutter” Software (Expasy-tools) analysiert. Mit Ausnahme
von diversen bakteriellen Proteaseschnittstellen und Erkennungssequenzen recht unspezifischer
Proteasen wie Trypsin oder Proteinase K konnten allerdings keine Spaltungsstellen bekannter
zellphysiologisch-relevanter Proteasen detektiert werden (vgl. Abb. 7.2, Anhang).

3.2.4 Funktionelle Charakterisierung von Daxx-p und Daxx-y

Um die Funktion der Daxx-Varianten Daxx-f und Daxx-y im Hinblick auf eventuelle Unterschiede
zur Hauptform Daxx-a zu untersuchen, wurden die cDNA-Sequenzen aller drei Daxx-Isoformen mit
Kombinationen aus den unter 2.2.2 beschrieben Methoden kloniert. Zunédchst wurden Klonierungs-
PCRs mit Daxx-Transkript-flankierenden Primern durchgefithrt und der komplette, aufgereinigte
Reaktionsansatz in einen Klonierungsvektor ligiert. Die resultierenden Klone enthielten dabei
allerdings ausschlieSlich das Daxx-a-Transkript, was auf die Dominanz der Daxx-a-Expression im
Verhiltnis zur Expressionsstirke von Daxx-f und Daxx-y schliefen ldsst. Die Varianten Daxx-f3 und
Daxx-y wurden daher in einer Zwei-Stufen-PCR mit Daxx-a als ,, Template” wie unter 2.2.2.7.7
beschrieben generiert und, wie auch Daxx-a, als GFP-Genfusionen hergestellt. Aufgrund der
unterschiedlichen C-Termini der Daxx-Varianten ist GFP hierbei N-terminal fusioniert. Eine DNA-
Sequenzierung diente zur Verifizierung der Konstrukte. Im Anhang ist die Klonierungsstrategie
schematisch dargestellt (vgl. Abb. 7.3/4).

3.2.4.1 Rekombinante Expression von Daxx-a, Daxx- und Daxx-y

Fiir den Nachweis der Proteinexpression wurden die fiir GFP-Daxx-a, GFP-Daxx- und GFP-Daxx-y
kodierenden Expressionsvektoren sowie der korrespondierende Leervektor (bezeichnet als ,,Mock®-
Kontrolle) in HepG2-Zellen transfiziert. Gesamtproteinextrakte wurden hergestellt und im ,,Western
Blot* auf die Expression der Varianten hin analysiert. Hierbei wurde sowohl der jeweilige Rohextrakt,
als auch durch Daxx-Immunprézipitation spezifisch angereichertes Protein untersucht. Wie in
Abbildung 3.2.9 dargestellt, konnte in allen Rohextrakten eine deutlich ausgeprigte Bande mit einem
apparenten Molekulargewicht > 129 kDa detektiert werden, wobei sich die GroBen von GFP-Daxx-a,
GFP-Daxx-p und GFP-Daxx-y entsprechend den verschiedenen Molekulargewichten der Daxx-
Varianten geringfligig unterscheiden (vgl. Tab. 3.2.1). Die in den Daxx-Immunprézipitaten detektierte
Bande ist jeweils identisch mit der dominanten Bande des entsprechenden Rohextraktes, was diese
somit als GFP-fusioniertes Daxx-Protein identifiziert. Aufgrund des hohen Anteils saurer
Aminosduren in der Region von Aminosdure 435-485 (vgl. Abb. 1.5) zeigt Daxx ein irreguldres
elektrophoretisches Laufverhalten wodurch Daxx nicht entsprechend seines Molekulargewichtes als
80 kDa Protein detektiert wird (vgl. Tab. 3.2.1), sondern ein apparentes Molekulargewicht von etwa
120 kDa aufweist (KIRIAKIDOU et al., 1997). Die Fusion von Daxx-a mit GFP (27 kDa) resultiert
daher theoretisch in ein ca. 147 kDa-Fusionsprotein, was mit dem ,,Western Blot™ Ergebnis recht gut
iibereinstimmt. Da der saure Aminosdurebereich in den Varianten Daxx-f3 und Daxx-y erhalten ist,

zeigen auch diese ein irreguldres elektrophoretisches Laufverhalten. In den pLEGFP-C1-transfizierten
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Zellen konnte erwartungsgemiB weder im Rohextrakt noch nach Immupréizipitation eine

entsprechende Bande detektiert werden.
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Abb. 3.2.9: Rekombinante Expression der Daxx-Varianten als GFP-Fusionen in HepG2-Zellen. Jeweils 10 pg
Gesamtproteinxtrakt pLEGFP-Daxx-a-, -Daxx-B-, -Daxx-y- sowie pLEGFP-C1 (Mock)-transfizierter HepG2-Zellen wurden
zusammen mit Daxx-Immunpréazipitaten der Zellextrakte in einer 8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im
~Western Blot* mit einem Anti-GFP Antikérper und dem entsprechenden Sekundarantikdrper analysiert. Die
Immunprazipitationen wurden mit jeweils 100 ng Gesamtprotein und einem gegen den N-Terminus von Daxx gerichtetem
Antikérper (M-112, Santa Cruz) durchgefiihrt. Die Detektion von B-Aktin diente als Nachweis vergleichbarer
Proteinladungsmengen. Abkirzungen — RE: Rohextrakt; IP: Immunprazipitat.

3.2.4.2 Die subzellulare Lokalisation von Daxx-f und Daxx-y

Daxx-a ist urspriinglich als direkter Interaktionspartner des Todesrezeptors CD95 identifiziert worden
(YANG et al., 1997), was auf eine cytoplasmatische Lokalisation des Proteins hinweist. Allerdings
interagiert es dariiber hinaus mit diversen, im Kern lokalisierten Proteinen, wie PML oder p53 und
besitzt selbst zwei nukledre Lokalisationssignale (NLS) an Aminosdurepositionen 389-394 und 628-
634, was auf eine nukledre Lokalisation des Proteins hindeutet (PLUTA et al., 1998). In den Daxx-
Varianten sind die NLS erhalten, was auch fiir Daxx-B und Daxx-y auf eine nukleére Lokalisation
hindeutet. Eine Analyse der Primérstruktur mit der Software PSORT II ermoglicht eine erste

Vorhersage zur subzelluldren Lokalisation von Proteinen.

Tab.3.2.2: Ergebnis der PSORT lI-Analyse zur subzelluldren Lokalisation der Daxx-lsoformen

Subzelluldres Kompartiment Daxx-a Daxx-B Daxx-y
Zytoplasma 4,3% 4,3% 4,3%
Zytoskelett 13,0% 13,0% 13,0%
Zellkern 69,6% 69,6% 69,6%
Golgi-Apparat 4,3% 4,3% 4,3%
Mitochondrien 0% 0% 0%
Peroxisomen 0% 0% 0%
ER 0% 0% 0%
Lysosomen 4,3% 4,3% 4,3%

Plasmamembran 4,3% 4,3% 4,3%
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Hierbei werden durch die Anwendung des k-nearst neighbour (k-NN)-Algorithmus (HORTON &
NAKAI, 1997) mehrere Programme zur Ermittlung der subzelluldren Lokalisation eines Proteins aus
seiner Aminosdurezusammensetzung zusammenfasst. Demnach handelt es sich bei allen drei Daxx-
Isoformen um Kernproteine (vgl. Tab. 3.2.2). Zur zellbiologischen Verifizierung dieser Vorhersage
wurden fluoreszenzmikroskopische Analysen nach Transfektion der GFP-Daxx-a-, -Daxx-p- und —
Daxx-y-kodierenden Vektoren in HeLa-Zellen durchgefiihrt. In Abbildung 3.2.10 sind Aufnahmen der
DAPI-, und GFP-Fluoreszenzen sowie der liberlagerten Fluoreszenzsignale dargestellt. Es zeigte sich,
dass sowohl GFP-Daxx-a als auch die GFP-fusionierten Varianten Daxx-P und Daxx-y ausschlie8lich

im Kern lokalisiert sind, was die Vorhersage durch die PSORT II-Analysen bestétigt.

DAPI GFP/DAPI

GFP

GFP-Daxx-o

GFP-Daxx-p

GFP-Daxx-y

Abb. 3.2.10: Fluoreszenzmikroskopische Analyse zur zellularen Lokalisation der Daxx-lsoformen. GFP-Daxx-a,
-Daxx-p bzw. —Daxx-y wurden in Hela-Zellen Uberexprimiert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Zellkerne waren
dabei durch den DNA-Farbstoff DAPI angefarbt. Die GFP- bzw. DAPI-Einzelfluoreszenzen wurden jeweils bei einer 63fachen
VergroRerung aufgenommen und anschlieBend mit Hilfe der SPOTAdvanced Software tberlagert (GFP/DAPI Darstellung). Die
weilken Pfeile kennzeichnen spezielle, subnukledre Strukturen, die vermutlich die PODs darstellen und vornehmlich in GFP-
Daxx-a-exprimierenden Zellen beobachtet worden sind.
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Im Gegensatz dazu war GFP alleine transzelluldr verteilt, so dass GFP nicht fiir die nukledre
Lokalisation der Daxx-Isoformen verantwortlich war. Interessanterweise zeigte Daxx-a im Vergleich
zu Daxx-f und Daxx-y ein etwas anderes Verteilungsmuster innerhalb des Kerns. Daxx-o war
vornehmlich in kleinen subnukledren Strukturen lokalisiert, die als helle, intensiv-fluoreszierende
»Spots® erkennbar waren (vgl. Abb. 3.2.10, weille Pfeile). Dies sind vermutlich PODs (PML-
oncogenic Domains), in denen Daxx mit PML (Promyelocytic Leukemia Protein) assoziiert ist (ISHOV
et al., 1999; LI et al., 2000; ZHONG et al., 2000). In GFP-Daxx-B- und GFP—Daxx-y-exprimierenden
Zellen waren dagegen vorwiegend, groflere, ,,Plaque“-dhnliche Strukturen erkennbar und die
Ausbildung kleinerer, punktférmiger Bereiche war unterreprisentiert. Diese groferen ,,Plaque®-
dhnlichen Daxx-Akkumulationen waren neben den POD-(&dhnlichen) Strukturen auch in GFP-Daxx-a-
exprimierenden Zellen zu beobachten. Um zu iiberpriifen, ob es sich bei den distinkten ,,Spots®, in
denen Daxx-o vornehmlich lokalisierte, tatsichlich um PODs handelte, wurden konfokal-
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt und die Daxx-,,Spots* hinsichtlich einer Ko-
Lokalisation mit PML analysiert.

DAPI GFP PML DAPI/GFP/PML
N -
GFP-Daxx-$ -
GFP-Daxx-y -

Abb. 3.2.11: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Ko-Lokalisation von Daxx-a, Daxx-f und Daxx-y mit PML.
GFP-Daxx-a, -Daxx-f bzw. —Daxx-y wurden in HelLa-Zellen tberexprimiert und konfokal-fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Die Zellkerne waren dabei durch den DNA-Farbstoff DAPI angefarbt. PML wurde immuzytochemisch mit einem Anti-PML sowie
einem korrespondierendem TRITC-gekoppelten Sekundarantikérper angefarbt. Die GFP-, PML- bzw. DAPI-Einzelfluoreszenzen
wurden jeweils bei einer 40fachen VergroRerung detektiert und anschlieRend mit Hilfe der LSM Image Software uberlagert
(DAPI/GFP/PML Darstellung). Die weilen Pfeile kennzeichnen die subnukleare Strukturen, in denen die entsprechende Daxx-
Variante mit PML ko-lokalisiert ist.
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GFP-Daxx-a, -Daxx-f bzw. —Daxx-y wurden hierflir in HeLa-Zellen tiberexprimiert und endogenes
PML wurde immunzytochemisch nach der unter 2.2.3.10.1 beschriebenen Methode mit einem gegen
PML  gerichteten Primirantikorper sowie dem  korrespondierenden TRITC-gekoppelten
Sekundérantikdrper angefarbt. Entsprechend den vorherigen Beobachtungen waren auch hier die
intensiv fluoreszierenden ,,Spots* vorwiegend in den Daxx-o-liberexprimierenden Zellen zu finden.
Diese lieBen sich bei Ubereinanderlagerung mit dem PML-Verteilungsmuster in der Mehrzahl als Ko-
Lokalisationsbereiche zwischen PML und Daxx-a und somit als PODs identifizieren (vgl. Abb.
3.2.11). In den GFP-Daxx-B bzw. —Daxx-y iiberexprimierenden Zellen war die Anzahl dieser ,,Spots*
drastisch reduziert. Wie die quantitative Auswertung zeigt, wiesen Daxx-a-liberexprimierende Zellen
durchschnittlich ca. 12 ,Spots“ pro Zelle auf, wihrend es in Daxx-B- bzw. Daxx-y-
iiberexprimierenden Zellen im Durchschnitt lediglich ca. 2 ,,Spots* pro Zelle waren (vgl. Abb.
3.2.12.A). Bei Ubereinanderlagerung mit dem jeweiligen PML Verteilungsmuster konnten auch die
»Ipots® in Daxx-B- bzw. Daxx-y-liberexprimierenden Zellen zum Teil als PODs identifiziert werden
(vgl. Abb. 3.2.11). Anhand des PML-Verteilungsmuster wird deutlich, dass die Anzahl der PODs (per
Definition PML-enthaltene ,,Spots“, ISHOV et al., 1999) nicht durch die Uberexpression einzelner
Daxx-Varianten beeinflusst wird. So war die Anzahl der PML-, Spots“ pro Zelle vergleichbar
zwischen Daxx-0-, Daxx-B- und Daxx-y-liberexprimierenden Zellen und lag in allen Fillen
durchschnittlich zwischen ca. 7 bis 9 ,,Spots* pro Zelle. Die quantitative Auswertung der Ko-
Lokalisation zwischen PML und den jeweils GFP-fusionierten Daxx-Varianten zeigt dementsprechend
ein drastisch verringertes Ausmal der prozentualen PML-Ko-Lokalisation von Daxx-f und Daxx-y im
Vergleich zu der von Daxx-a. Wihrend Daxx-a zu ca. 90% in PODs lokalisierte, waren fiir Daxx-§
nur in ca. 30% und fiir Daxx-y in lediglich ca. 20% eine Ko-Lokalisation zu beobachten (vgl. Abb.
3.2.12.B).
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Abb. 3.2.12: qQuantitative Auswertung der Ko-Lokalisation von Daxx-a, Daxx-p und Daxx-y mit PML. A: Dargestellt ist
die totale Anzahl der GFP-Daxx-a-, -Daxx-p- bzw. —Daxx-y-,Spots“ und PML-,Spots” pro Zelle. B: Dargestellt ist die prozentuale
Anzahl der GFP-Daxx-a-, -Daxx-- bzw. —Daxx-y-,Spots*, die eine Ko-Lokalisation mit PML zeigen. Die Anzahl der PML-,Spots"
wurde hier als 100% definiert.
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3.2.4.3 Analyse der Interaktionen von Daxx-p und Daxx-y mit PML

Da die immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchungen auf eine direkte aber drastisch reduzierte
Interaktion zwischen den neuen Daxx Splei-Varianten und PML hindeuteten, wurde Ko-
Immunprézipitationsanalysen durchgefiihrt um die Wechselwirkung zwischen PML und Daxx-§ bzw.
Daxx-y mit einer alternativen Methode zu verifizieren. Da der PML-Expressionsvektor fiir ein
Fusionsprotein aus BFP (Blau Fluoreszierendes Protein - ist eine Variante von GFP mit verédnderten
Fluoreszenzeigenschaften) und PML kodiert, wurden die Daxx-Varianten zuvor mit dem
fluoreszierenden Protein DSRed2 fusioniert (vgl. Abb. 7.5, Anhang). In Abbildung 3.2.13 ist die
Expression der DSRed2-fusionierten Daxx-Varianten anhand von ,Western Blot“-Analysen
exemplarisch dargestellt. Fiir die Ko-Immunprézipitationen wurden die Vektoren pLDSRed2-Daxx-a,
pLDSRed2-Daxx-f und pLDSRed2-Daxx-y jeweils mit dquivalenten Mengen an pEBFP-PML in
HEK293-Zellen ko-transfiziert. Die Ko-Transfektion eines fiir GFP-Survivin-kodierenden
Expressionsvektors mit pDSRed2-Daxx-a wurde als Kontrolle durchgefiihrt. Nach 48h wurden
Proteinextrakte generiert und in einer gegen GFP/BFP gerichteten Immunpréziptation eingesetzt. Der
hierbei verwendete Antikorper unterscheidet dabei nicht zwischen den Proteinen GFP und BFP
(personliche Mitteilung eines Mitarbeiters der Firma Clontech). Die resultierenden Immunkomplexe
wurden im ,,Western Blot“ durch Inkubation mit einem Anti-Daxx Antikdrper sowie dem

entsprechenden Sekundérantikérper analysiert.
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Abb. 3.2.13: Ko-Immunprazipitation von BFP-PML mit den DSRed2-fusionierten Daxx-Isoformen. A: Expression der
DSRed2-fusionierten Daxx-Varianten. Jeweils 10 ug Gesamtproteinextrakt von DSRed2-Mock-Vektor- bzw. DSRed-Daxx-o-,
-Daxx-B- und -Daxx-y-exprimierender HEK293-Zellen wurden in einer 8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im
~Western Blot® mit einem Anti-Daxx Antikdrper analysiert. Der Abgleich mit B-Aktin demonstriert, das vergleichbare
Proteinmengen aufgetragen waren. B: Jeweils 500 pg Proteinextrakt aus DSRed2-Daxx-o-, DSRed2-Daxx-B- bzw. DSRed2-
Daxx-y-Ko-Expressionen mit pEBFP-PML sowie der Kontroll-Ko-Transfektion von pEGFP-Survivin und DSRed2-Daxx-o. wurden
in einer Immunprazipitation (IP) mit einem Anti-GFP Antikdrper eingesetzt. Die resultierenden Immunkomplexe wurden in einer
8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot* mit einem Anti-Daxx Antikérper analysiert. Die
+Western Blot“-Analysen der Rohextrakte (RE) demonstrieren, dass aquivalente Mengen der entsprechenden, uberexprimierten
Proteine vorlagen.
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Wie erwartet konnte DSRed2-Daxx-a in dem Immunprézipitat der BFP-PML/DSRed2-Daxx-a Ko-
Expression detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.13.B) und bestétigt damit frithere Beobachtungen von Li
et al. und Ishov et al., wonach Daxx-a mit PML interagiert (LI et al., 2000; ISHOV et al., 1999).
Dariiber hinaus konnten auch DSRed2-Daxx-fp und DSRed2-Daxx-y in den entsprechenden
Immunkomplexen detektiert werden, was sie ebenfalls als PML-interagierende Proteine identifiziert
und die Ergebnisse aus den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen bestdtigt. In der Anti-GFP
Immunprézipitation der DSRed2-Daxx-o/GFP-Survivin-Kontrolle konnte kein DSRed2-Daxx-o im
entsprechenden Immunkomplex nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.2.13.B). Dies belegt, dass die
Interaktion zwischen PML und den Daxx-Varianten spezifisch und nicht durch BFP oder Protein A-
vermittelt war bzw. artifiziell durch unspezifische Bindungen des Antikérpers an Daxx oder DSRed2
hervorgerufen wurde. Insgesamt gesehen hat der verdnderte C-Terminus von Daxx-f und Daxx-y
somit zwar eine Reduktion der PML-Affinitdt zur Folge, die Trunkierung ist aber nicht ausreichend,

um die Interaktion mit PML vollsténdig zu unterbinden.

3.2.5 Untersuchungen zur Funktion der Daxx-lsoformen in der CD95-
abhangigen Apoptose

Daxx fungiert als pro-apoptotischer Faktor innerhalb der Apoptose, indem es durch die direkte
Bindung an die ,,Todesdomine“ von CD95 die CD95-Rezeptor-vermittelte Apoptose iiber die
Aktivierung von ASK1 und JNK in einer Caspase-8-unabhingigen Weise fordert (YANG et al., 1997;
CHANG et al., 1998). Dariiber hinaus ist Daxx in der Lage durch Ko-Lokalisation mit PML in den
PODs, die CD95-abhingige Apoptose zu verstirken, wobei keine direkte Interaktion zwischen dem
CD95-Rezeptor und Daxx stattfindet (TORII et al., 1999; ZHONG et al., 2000). Entscheidend und
konsistent hierbei ist die Bedeutung des carboxyterminalen Bereichs von Daxx. Dieser wurde als
Interaktionsdoméne von Daxx mit der Todesdoméne von CD95 identifiziert und ist auch fiir die
Verstarkung der CD95-abhingigen Apoptose durch nukleér-lokalisiertes Daxx verantwortlich (YANG
et al., 1997; TORII et al., 1999). Dariiber hinaus ist der C-Terminus von Daxx fiir die Interaktion mit
weiteren Faktoren essentiell (vgl. Tab. 7.1). Im Hinblick auf eine potentielle dominant-negativ
Funktion der Daxx-Varianten wurde daher untersucht, wie sich das die C-terminale
Trunkierung/Modifikation von Daxx-f8 bzw. Daxx-y und ihr verringertes PML-Interaktionspotential

auf die CD95-abhéngige Apoptose auswirkt.

3.2.5.1 Die Interaktion von Daxx-f und Daxx-y mit ASK1

ASK1 kontrolliert die subzelluldre Lokalisation von Daxx, indem es Daxx bindet und aus dem Kern
ins Zytoplasma rekrutiert, wo sowohl Daxx (direkt {iber den C-Terminus) als auch ASK1 (indirekt
iiber Daxx) mit dem CD95-Rezeptor interagieren (KO et al., 2001; CHANG et al., 1998). Nach
Stimulierung des Rezeptors verstirkt Daxx durch die Aktivierung von ASK1 die JNK-vermittelte
CD95-Apoptose (YANG et al., 1997; CHANG et al., 1998). Fiir die Bindung an ASK1 ist der Bereich
zwischen Aminosduren 501-625 verantwortlich, der vom Spleifien nicht betroffen und in Daxx-f und
Daxx-y vollstidndig erhalten ist (vgl. Abb. 3.2.6; Tab. 7.1). Da der veridnderte C-Terminus der Daxx-

Varianten, wie unter 3.2.3 beschrieben, wahrscheinlich die Ausbildung der Sekundérstrukturen des
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Proteins beeinflusst, sind trotz konservierter Aminoséurereste Proteinfaltungs-bedingte Anderungen
der ASK1-Bindungsaffinitit denkbar. Zur Untersuchung der potentiellen Interaktion zwischen ASK1
und den Daxx-Spleilvarianten Daxx- und Daxx-y wurden daher Ko-Immunprézipitationsanalysen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Vektoren pLEGFP-Daxx-a, pPLEGFP-Daxx-f3 und pLEGFP-Daxx-y
sowie der GFP-Kontrollvektor jeweils mit dquivalenten Mengen pcDNA3-HA-ASK1 in HEK293-
Zellen ko-transfiziert. Eine Ko-Transfektion des GFP-Leervektors und pLEGFP-Daxx-a wurde als
weitere Kontrolle durchgefiihrt. Nach 48 h wurden Proteinextrakte generiert und in einer gegen HA-
ASK1 gerichteten Immunpréziptation nach der unter 2.2.4.3.1 beschriebenen Methode eingesetzt. Die
resultierenden Immunkomplexe wurden im ,,Western Blot* durch Inkubation mit einem Anti-GFP
Antikorper analysiert. Wie erwartet, konnte GFP-Daxx-a in dem Immunprézipitat der ASK1/GFP-
Daxx-a-Ko-Expression detektiert werden, was Daxx-a als ASKI-interagierendes Protein verifiziert
(vgl. Abb. 3.2.14).

HA-ASK1 + + + + -
GFP (Mock) + - - - +
GFP-Daxx-o -+ - - %
GFP-Daxx-p - - 4 - -
GFP-Daxx-y - = =+ -
IP: - + GFP-Daxx-o/Bly Abb. 3.2.14: Ko-Immun.préi.zipitation
IP.: Anti-HA von ASK1 und den GF.P-fusmnlerten
i Daxx-Isoformen. Jeweils 500 pg
WE.: Anti-GFP Proteinextrakt der pLEGFP-C1 (Mock),
pLEGFP-Daxx-a, -Daxx- bzw. -Daxx-y Ko-
-= Transfektionen mit pcDNA3-HA-ASK1
' sowie der Kontroll-Ko-Transfektion von
s | « GFP pLEGFP-C1 und pLEGFP-Daxx-a wurden
in einer Immunprazipitation (IP) mit einem
RE: Anti-HA Antikorper eingesetzt. Die
WB.: Anti-GFP 1- GFP-Daxx-o/ply resultierenden Immunkomplexe wurden in
einer 8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und im ,Western Blot* mit
‘ <+ GFP einem Anti-GFP Antikérper analysiert.
+Western Blot“-Analysen der Rohextrakte
— (RE) demonstrieren, dass aquivalente
WB.: Anti-HA <+ HA-ASK1 Mengen der entsprechenden,

Uberexprimierten Proteine vorlagen.

WB.: Anti-f-Aktin I.... — o o o#| < p-Aktin

GFP-Daxx-fp und GFP-Daxx-y waren in den korrespondierenden Immunkomplexen ebenfalls
nachweisbar, was darauf hindeutet, dass der verdnderte C-Terminus sich nicht auf die Bindung zu
ASK1 auswirkt. In den Immunprézipitationen der Kontrolltransfektionen pcDNA3-HA-
ASKI1/pLEGFP-C1 und pLEGFP-C1/pLEGFP-Daxx-o konnte weder GFP noch GFP-Daxx-a
detektiert werden. Die beobachtete Interaktion zwischen ASK1 und den Daxx-Varianten war daher
spezifisch und nicht durch GFP oder Protein A vermittelt bzw. artifiziell durch unspezifische
Bindungen des Anti-HA Antikorpers an Daxx hervorgerufen. Der HA-Affinitits-Tag zeigte ebenfalls
keine Wechselwirkungen mit den GFP-fusionierten Daxx-Isoformen (Daten nicht gezeigt). ,,Western
Blot“-Analysen der Rohextrakte belegen, dass in allen Proben vergleichbare Mengen der

entsprechenden tiberexprimierten Proteine vorlagen.
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3.2.5.2 Analyse des ASK1-Aktivierungspotentials der Daxx-SpleiBvarianten

Da die Daxx-Varianten Daxx-f und Daxx-y, wie unter 3.2.5.1 gezeigt, trotz des verdnderten C-
Terminus in Lage sind ASK1 zu binden, wurde der Frage nachgegangen, ob diese Bindung, wie im
Fall von Daxx-a, ebenfalls zu einer Aktivierung von ASK1 fiihrt. Die Bindung zwischen Daxx-§ bzw.
Daxx-y und ASK1 ohne eine damit verbundene ASK1-Aktivierung wire ein moglicher Hinweis auf
die Funktion der Daxx-Spleiflvarianten als dominant-negativ-Formen zu wirken. Zur Bestimmung des
ASK1-Aktivierungspotentials von Daxx-f und Daxx-y wurden daher in vifro ,Kinase-Assays®
durchgefiihrt. Die einzelnen GFP-fusionierten Daxx-Varianten wurden hierfiir mit HA-ASK1 in
HEK?293-Zellen ko-exprimiert. Als Negativkontrollen wurden GFP mit HA-ASK1 und GFP-Daxx-a
mit der ASK1-Mutante HA-ASK1KM ko-exprimiert. Diese Mutante besitzt eine Punktmutation, die
einen K709M-Aminosdureaustausch zur Folge hat, was mit dem Verlust der Kinaseaktivitit
verbunden ist (ICHIJO et al., 1997). In Abbildung 3.2.15.A ist ein reprisentativer ,,Kinase-Assay*
dargestellt. Das Mall der ASK1-Aktivierung entspricht der Bandenintensitit von phosphoryliertem

Substrat. Diese wurde jeweils densitometrisch ausgewertet und auf die GFP-Kontrolle normiert.

A B
HA-ASK1 + + + + -
HA-ASK1KM - = = = +
GFP (Mock) + - - = =
GFP-Daxx-a -+ = = +
GFP-Daxx-p == ==
GFP-Daxx-; = = = 4 =
! p=0845
Kinase Assay - 100, [ |
MBP-(®) o on p=0720
W (ASK1-Aktivitat) So B p=0716
1 146 129 102 0,21 relaltive Bandenintensitat g : |—|
33
WB s < ‘::; 60l
: FP-Daxx-a/p/y !
Anti-GFP w 2 52
o 40
‘ 20
@D
<+ GFP g é 20
Anti-HA | €= HA-ASK1/HA-ASK1KM
| A A
Anti-B-Aktin < [(-Aktin QQ’ QQ' ((Q,
©) ©) ©)

Abb. 3.2.15: Ask1 -,Kinase-Assay“ nach Ko-Expression der GFP-fusionierten Daxx-Varianten mit HA-ASK1. A: Die
Expressionsvektoren der GFP-Daxx-Varianten wurden jeweils mit pcDNA3-HA-ASK1 bzw. -HA-ASK1KM im Verhaltnis 3:1 in
HEK293-Zellen transfiziert und nach 48 h wurden Kinaseextrakte hergestellt. Mit jeweils 25 pg wurden Anti-HA
Immunprazipitationen zur Anreicherung von ASK1 bzw. ASK1KM durchgefihrt und diese in einer Kinasereaktion mit dem

Substrat ,Myelin Basic Protein® (MBP) sowie [y-azP]—ATP inkubiert. Die phosporylierten und radioaktiv markierten Substrate
wurden in einer 12%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch detektiert. Die Bandenintensitat
war ein MaR fir die ASK1-Aktivitdt und wurde densitometrisch ausgewertet. Die jeweils auf die GFP-Kontrolle-normierten Werte
sind angegeben. ,Western Blot“-Analysen der Rohextrakte demonstrieren, dass vergleichbare Mengen an Uberexprimiertem
Protein vorlagen, wobei jeweils 10 ug Protein des entsprechenden Rohextraktes aufgetragen wurden. B: Gesamtauswertung
der GFP-Daxx-Varianten-vermittelten ASK1-Aktivierung aus vier unabhangigen Versuchen. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte der prozentualen Zunahme der ASK1-Aktivierung (jeweils bezogen auf die GFP-Kontrolle). Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Student’s t-Test.
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Wie erwartet bewirkt die Ko-Expression von GFP-Daxx-a eine deutliche Aktivierung von ASK1 (+
1,46). Eine Ko-Expression von GFP-Daxx-f§ bzw. GFP-Daxx-y zeigt mit +1,29 (Daxx-f) und +1,02
(Daxx-y) nur eine geringere Erhdhung der ASK1-Aktivitdt im Verhéltnis zu GFP (Mock-Kontrolle).
»Western Blot“-Analysen belegen dabei, dass vergleichbare Mengen der jeweils iiberexprimierten
Proteine vorlagen. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich auf Schwankungen innerhalb der
jeweiligen Immunprézipitation-Effizienzen zuriick zufiihren, da die Mittelwerte von vier Versuchen
im Verhiltnis zur GFP-Kontrolle eine deutliche Zunahme (> 40%) der ASKI1-Aktivierung durch
sowohl GFP-Daxx-a, wie auch GFP-Daxx-f und GFP-Daxx-y zeigen (vgl. Abb. 3.2.15.B). Die
statistische Analyse verdeutlicht, dass es sich hierbei um &hnliche ASK1-Aktivierungsniveaus handelt
(keine signifikanten Unterschiede). Der Vergleich zwischen GFP/ASK1 (per Def. = 1) und der
Negativkontrolle GFP-Daxx-0/ASK1KM (0,21) demonstriert, dass die Phosphorylierung der Substrate
ASK1-vermittelt ist und nicht durch unspezisch ko-prézipitierte Kinasen des Zellextraktes
hervorgerufen wurden. Der Anteil an phosphoryliertem Substrat innerhalb der GFP/ASKI1-Probe
reprasentierte daher das basale Aktivitdtsniveau von ASK1, wobei nicht ausgeschlossen werden kann,
dass sowohl GFP als auch die Transfektion per se eine Modulation der ASK1-Aktivitdt zur Folge

haben kann.

3.2.5.3 Die Auswirkungen der Daxx-Varianten auf die CD95-abhangige
Apoptose in HEK293-Zellen

Die Untersuchungen zur Beteilung der Daxx-Varianten an der CD95-abhédngigen Apoptose wurden
mit Hilfe von Ko-Expression des CD95-Rezeptors und den einzelnen Daxx-Varianten in HEK293-
Zellen durchgefiihrt. Die Uberexpression des CD95-Rezeptors fiihrt in diesem Fall zur Akkumulation
verschiedener Rezeptormolekiile und damit zur Multimerisierung ihrer ,,Todesdoménen®, was mit
einer Liganden-induzierten Trimerisierung vergleichbar ist und ebenfalls die Apoptosekaskade auslost
(BOLDIN et al., 1995a). Eine Ko-Expression von Daxx-a sollte dabei entsprechend den Beobachtungen
von Yang et al. (1997) eine Verstiarkung des ,,apoptotischen Todes™ zur Folge haben, die bei der Ko-
Expression von Daxx-fp und Daxx-y aufgrund des verdnderten C-Terminus moglicherweise
unterbunden ist. Aus technischen Griinden wurden die Daxx-Varianten zuvor anstelle des GFP mit
einem HA-Affinitdts-Tag fusioniert (vgl. Abb. 7.6, Anhang). In Abbildung 3.2.16.B ist die Expression
der HA-fusionierten Daxx-Varianten exemplarisch dargestellt, wobei 10 ug Gesamtproteinextrakt
entsprechend transfizierter HEK293-Zellen im ,,Western Blot™ mit Hilfe eines Anti-HA Antikorpers
analysiert wurden. Zur Induktion der Apoptose wurden jeweils dquivalente Mengen der CD95- und
HA-Daxx-0-, -Daxx-B- bzw. —Daxx-y-Expressionsvektoren sowie des HA-Kontrollvektors in
HEK?293-Zellen ko-transfiziert. Nach 48 h wurde das Ausmall der Apoptose im Durchfluzytometer
durch eine Annexin V-PE/7-AAD-Doppelfarbung nach der unter 2.2.3.7.3 beschriebenen Methode
analysiert. Doppelpositive Zellen entsprechen hierbei den in spidten Phasen der Apoptose befindlichen
Zellen (VERMES et al., 1995). Eine parallel durchgefiihrte Firbung des iiberexprimierten CD95-
Rezeptors mit einem FITC-gekoppelten Anti-CD95 Antikorper ermoglichte die Bestimmung der
entsprechenden Transfektionseffizienz auf die jeweils die detektierte Apoptosehédufigkeit normiert
wurde (vgl. Abb. 3.2.16.A; vgl. 2.2.3.7.2).



Ergebnisse 84

Isotyp " .
A \M1:52,19% B P
. M1: 99,12% EARFTANILY
§IN | mzaren  § ,  m2088% & o S
g s FF X
HA-Mock = I =
w u | ‘! 207 kDa=— L]
[ 5 <+—HA-ASK1
Anti-CD95 ) . | A W . | F-HA-Daxx-c/p/y
(CD95 endogen) CD95-FITC CDY5-FITC
. . B85 kDa ==
] . M1: 58,87% c o0
B g M2: 41,13%
a ) £ .
HA-MocK/CD95 < ° . 5 =
T 6,95% e SE 15
' g
| g4
. =S o i = w i * .o
Annexin V-PE CD95-FITC Sl 10
M1: 55,65% 5
B | gL 5
. ; 2 M2: 44.35% w2
g B ‘E 1 E
i . S
HA-Daxx-u /[CD95 < | 5,56% éﬂ
w 0 % o o o
o o o o
| I A S
7 nV-PE 7 cpesFme v’“‘\og o o
nnexin v- =) \A Y\W B \{\vk
) 1 m1: 57,28% D
i 80
: M2: 42,729
o 9 % = + CH11 (2pg/ml)
2 S g
HA-Daxx-f3 /CD é g 3 E
A-Daxx-f} 95 3 _ 6,87% 5 ‘2‘2 80
1 & 85
F: Q @ a8
o] NN
T o T ra o W W G (DE 40
Annexin V-PE CD95-FITC § -]
: g8
83
: [ M1: 56,81% TC 20
5 | 2 M2: 43,18% s
HA-Daxx-y /CD95 E 5.17% =
] 5] 0w P o
2 o of o
w & & F
) . @d"& SN et
F o T o SEOW ¥ G \)\p}‘\ 9 QP QP
Annexin V-PE CD95-FITC T AT R

Abb. 3.2.16: Bestimmung des Apoptose-AusmaBes nach Ko-Expression von CD95 mit den HA-fusionierten Daxx-
Varianten. Jeweils aquivalente Mengen der Expressionsvektoren fir CD95 und HA-Daxx-o, HA-Daxx-B bzw. HA-Daxx-y sowie
des HA-Kontrollvektors wurden in HEK293-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurde das Ausmall der Apoptose im
DurchfluRzytometer durch Annexin V-PE/7-AAD-Doppelfarbung ermittelt, wobei jeweils 10000 Ereignisse analysiert wurden. A:
Darstellung einer reprasentativen Annexin V-PE/7-AAD-Farbung sowie der Bestimmung der korrespondierenden
Transfektionseffizienz durch Markierung des CD95-Rezeptors mittels eines FITC-gekoppelten Anti-CD95 Antikorper. Die FACS-
Einstellungen fir die Annexin V-PE-Farbung wurden zuvor mit Etoposid-behandelten HEK293-Zellen optimiert. Die
Einstellungen zur Markierung des CD95-Oberflachenrezeptors wurden mit HA-Mock-transfizieten HEK293-Zellen
vorgenommen, wobei der Unterschied zwischen der Isotypenkontrolle-vermittelten und der Anti-CD95-vermittelten Fluoreszenz
dem endogenen CD95-Expressionsniveau entspricht und fir die Transfektionsversuche als Nullwert definiert wurde
(M2 = 0,88%). B: Exemplarische Darstellung der Proteinexpression der HA-fusionierten Daxx-Varianten durch ,Western Blot"-
Analysen nach elektrophoretischer Auftrennung von jeweils 10 ng Gesamtproteinextrakten transfizierter HEK293-Zellen durch
eine 8%-ige SDS-PAGE. Ein nach pcDNA3-HA-ASK1-Transfektion generierter Zellextrakt diente als Positivkontrolle. C:
Darstellung der Transfektionseffizienz-normierten Apoptosehaufigkeiten nach Ko-Expression des CD95-Rezeptors und der HA-
fusionierten Daxx-Varianten bzw. der HA-Vektorkontrolle. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte inklusive Standardabweichung
aus n = 5 unabhangigen Versuchen. D: Darstellung der jeweils Transfektionseffizienz-normierten Apoptosehaufigkeiten nach
zusatzlicher Stimulierung des lberexprimierten CD95-Rezeptors mit 2 ug/ml CH11 fir 12 h. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte
inklusive Standardabweichung aus n = 4 unabhangigen Versuchen.
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Durch die Differenz der Fluoreszenzen, die durch einen ungerichteten, ebenfalls FITC-gekoppelten
Antikorper des gleichen Isotyps (Isotypenkontrolle) und dem spezifischen Anti-CD95-FITC
Antikorper detektiert wurden, konnte der endogene Gehalt an CD95 bestimmt werden. Dieser wurde
fir die Bestimmung der Transfektionseffizienz als Null definiert. Wie in Abbildung 3.2.16.C
dargestellt, konnte das Ausmal} der CD95-vermittelten Apoptose weder durch die Ko-Expression von
HA-Daxx-a, noch durch die von HA-Daxx-3 oder HA-Daxx-y gesteigert bzw. moduliert werden und
lag in allen Proben durchschnittlich bei ca. 10%. Eine zusitzliche Stimulierung des iiberexprimierten
Rezeptors durch Inkubation mit 2 pg/ml des CD95-agonistischen Antikdrpers CH11 fiir 12 h steigerte
zwar die Apoptosehdufigkeit auf durchschnittlich ca. 45%. Ein Verstirkungseffekt oder eine
Anderung der Apoptosehiufigkeit durch die Ko-Expression der HA-fusionierten Daxx-Varianten war
aber auch hier nicht detektierbar (vgl. Abb. 3.2.16.D). Eine Verlédngerung der Inkubationszeit mit
CHI11 auf 24 h bzw. der Transfektionszeit auf 72 h hatte ebenfalls keinen Einfluss (Daten nicht
gezeigt). Ergdnzend zu den FACS-Ergebnissen ist in Abbildung 3.2.17.A ein ,,Western Blot™ der
Daxx-Varianten/CD95-Ko-Expression dargestellt.

A B
HA-ASK1 -+ o+ o+
CD95-Rezeptor + + + +
GFP A
GFP-Daxx-c - 4 = = %
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. [CANC AT
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Abb. 3.2.17: PARP-Detektion im »Western Blot“ nach Expression der GFP-fusionierten Daxx-Varianten. A: Jeweils
10 ng HEK293-Gesamtproteinextrakt nach Ko-Expression von CD95 und HA-ASK1 mit den einzelnen GFP-fusionierten Daxx-
Varianten wurden in einer 8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot* durch Inkubation mit
Antikérpern gegen PARP, GFP, CD95, HA und B-Aktin analysiert. B: Jeweils 10 ug Gesamtproteinextrakt nach Expression der
einzelnen GFP-fusionierten Daxx-Varianten wurden in einer 8%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western
Blot* auf PARP-Spaltung und das Expressionsniveau der einzelnen Daxx-Varianten hin analysiert. Die Deteketion von B-Aktin
veranschaulicht, dass aquivalente Proteinladungsmengen vorlagen.

< B-Aktin

il

Hierbei wurden in HEK293-Zellen neben den GFP-fusionierten Daxx-Varianten und dem CD95-
Rezeptor zur zusétzlichen Verstarkung des Apoptosereizes HA-fusioniertes ASK1 ko-exprimiert. Die
Detektion des 85 kDa-Spaltprodukts von PARP unterstiitzt die erhaltenen Daten aus der Annexin V-
Féarbung und belegt, dass es sich um einen apoptotischen Prozess handelt. Die ,,Western Blot“-Daten
sind dabei lediglich qualitativer Art, da Gesamtzellextrakte analysiert wurden und somit die zum Teil
recht unterschiedlichen Transfektioneffizienzen nicht beriicksichtigt wurden, was den
unterschiedlichen Gehalt an PARP Spaltprodukt erklirt (vergleiche bspw. PARP Spaltung mit ASK1
Gehalt in GFP-Daxx-B- und GFP-Daxx-y-Probe). Die alleinige Uberexpression der GFP-fusionierten
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Daxx-Varianten in HEK293-Zellen war nicht ausreichend um die Apoptose auszuldsen, was
konsistent mit fritheren Beobachtungen (Daxx-a betreffend) ist (YANG et al., 1997; TORII et al., 1999).
Wie in Abbildung 3.2.17.B dargestellt, konnte im ,,Western Blot* lediglich das ungespaltene 116 kDa-
PARP nachgewiesen werden. Die Detektion von GFP sowie der GFP-fusionierten Daxx-Varianten
veranschaulicht, dass in diesem Fall vergleichbare Transfektionseffizienzen vorlagen und der
Abgleich mit B-Aktin demonstriert, dass dquivalente Proteinmengen aufgetragen wurden.
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Abb. 3.2.18: Ko-Immunprizipitationsanalysen von CD95 und GFP-Daxx-a. Aquivalente Mengen an CD95- und GFP-
Daxx-a-Expressionsvektoren wurden in HEK293-Zellen transfiziert und nach 48 h wurden Proteinextrakte generiert. Jeweils
450 ng Gesamtprotein wurden mit einem Anti-Daxx oder einem Anti-CD95 Antikérper immunprazipitiert. Die resultierenden
Immunkomplexe wurden anschlielend durch eine 10%-ige SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot"
analysiert. A: Nach Immunprazipitation (IP) mit dem Anti-CD95 Antikorper konnte GFP-Daxx-o im korrespondierenden
Immunkomplex nicht nachgewiesen werden. Die Detektion von GFP-Daxx-o. im entsprechenden Rohextrakt (RE) belegt die
Transfektions-bedingte Uberexpression von GFP-Daxx-a. B: Nach der Immunprézipitation mit dem Anti-Daxx Antikérper konnte
der CD95-Rezeptor im korrespondierenden Immunkomplex ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die Detektion von CD95 im
Rohextrakt verdeutlicht, dass neben GFP-Daxx-a auch CD95 Uberexprimiert vorlag. C: Die Analyse der Immunprazipitate im
,Western Blot* mit zur IP aquivalenten Antikérpern zeigte, dass sowohl GFP-Daxx-a, als auch CD95 im Immunkomplex
vorlagen und prinzipiell prazipitierbar waren.

Entgegen fritheren Beobachtungen von Yang et al. (1997) deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Daxx
in HEK293-Zellen keine Verstarkung der CD95-abhidngigen Apoptose vermittelt. Obendrein konnten
durch Ko-Immunpréizipitationsanalysen keine Interaktion zwischen Daxx-a und dem CD95-Rezeptor
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.2.18). In Proteinextrakten von CD95 und GFP-Daxx-a
iiberexprimierenden HEK293-Zellen konnte weder GFP-Daxx-o durch die Immunprézipitation mit
einem Anti-CD95 ko-préazipitiert werden, noch konnte CD95 nach der IP mit einem Anti-Daxx
Antikorper im anschlieBenden ,,Western Blot™ nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.2.18). Der fiir die IP
verwendete Anti-Daxx Antikorper bindet dabei am N-Terminus von Daxx (Daxx M-112, Santa Cruz),
so dass die durch den C-Terminus vermittelte Interaktion zwischen Daxx und CD95 nicht

beeintrachtigt sein sollte. Die Analyse der Immunprézipitate im ,,Western Blot“ zeigte, dass
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erwartungsgemél sowohl GFP-Daxx-a, als auch CD95 im Immunkomplex vorlagen und prinzipiell
prazipitierbar waren (vgl. Abb. 3.2.18.C). Auch nach zusitzlicher Ko-Expression des CD95/Daxx
Interaktions-Vermittlers ASK1 (HA-ASK1) zusammen mit GFP-Daxx-a und CD95 konnte durch Ko-
Immunprézipitationsanalysen keine Wechselwirkung zwischen GFP-Daxx-o und dem CD95-Rezeptor
festgestellt werden. Im Immunkomplex nach Anti-HA Immunprézipitation war lediglich GFP-Daxx-a
detektierbar, was den Ergebnissen aus 3.2.5.1 entspricht (Daten nicht gezeigt). Dies bestitigt die
Beobachtungen von Torii et al., die ebenfalls keine Wechselwirkung zwischen Daxx und dem CD95-
Rezeptor nachweisen konnten (TORII et al., 1999).

Nach den unter 3.2.5.3 beschriebenen Ergebnissen scheint Daxx, entgegen den Beobachtungen durch
andere Arbeitsgruppen, in HEK293-Zellen nicht an der CD95-abhéngigen Apoptose beteiligt zu sein.
Um die Funktion der Daxx-Spleifivarianten Daxx-p und Daxx-y im Vergleich zur Hauptform Daxx-a
innerhalb der CD95-abhéngigen Apoptose untersuchen zu kdnnen, musste daher ein anderer Zelltyp
gewihlt werden. Die Tatsache, dass die Daxx-Spleilvarianten im humanen RCC identifiziert wurden
deutet daraufhin, dass Daxx in diesem Zelltyp eine physiologische Relevanz besitzen konnte. Die
folgenden Untersuchungen zur Funktion von Daxx und seinen Spleiflvarianten als Apoptose-
Regulatoren wurden daher an den beiden klarzelligen RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6
durchgefiihrt. ClearCa-6 ist dadurch charakterisiert, dass sie sensitiv gegeniiber der CD95-abhéngigen
Apoptose ist, wihrend clearCa-2 weitgehend resistent ist (GERHARZ et al., 1999). Mit Hilfe dieser
Ziellinien sollte untersucht werden, ob die Uberexpression von Daxx-o zu einer weiteren
Sensitivierung von clearCa-6 fiihrt bzw. ausreichend ist, um clearCa-2 gegeniiber der CD95-
abhiingigen Apoptose zu sensitivieren und wie sich die Uberexpression der Varianten Daxx-f und
Daxx-y auf die CD95-abhéngige Apoptose in den beiden Zelllinien auswirkt.

3.2.5.4 Etablierung stabiler Daxx-a-, Daxx-f- und Daxx-y-Uuberexprimierender
RCC-Zelllinien

RCC-Zelllinien zeichnen sich neben der weitgehenden Resistenz gegeniiber Zytostatika und
Chemotherapeutika ebenfalls dadurch aus, dass sie sich mit herkdmmlichen Transfektionsreagenzien
nicht effizient transfizieren lassen (personliche Mitteilung von Herrn Dr. C. Mahotka). Aus diesem
Grund wurde ein retrovirales Transduktionssystem zur Herstellung von stabilen GFP-, GFP-Daxx-a-,
GFP-Daxx-p- bzw. GFP-Daxx-y-liberexprimierenden clearCa-2- bzw. clearCa-6-Zelllinien etabliert.
Nach der unter 2.2.3.5 beschriebenen Methode wurden die entsprechenden Expressionsvektoren
zunéchst transient in die AmphoPack™-Zelllinie (Clontech) transfiziert, um infektiose Viren zu
generieren. Nach 48 h wurden die Virus-enthaltenden Medien abgenommen und zur Infektion der
Zielzellen clearCa-2 und clearCa-6 eingesetzt. Der Anteil an transduzierten Zellen wurde weiter
erhoht, indem die Zelllinien anschlieBend fiir > 21 Tage mit G418 selektioniert wurden. Um den
heterogenen Charakter der RCC-Zelllinien weitgehend aufrechtzuerhalten, wurde von einer klonalen
Selektionierung der transduzierten Zelllinien abgesehen. Wie in Abbildung 3.2.19 dargestellt, konnten
so stabile GFP- bzw. GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-B- sowie GFP-Daxx-y-liberexprimierende clearCa-2-
und clearCa-6-Zelllinien hergestellt werden. DurchfluBzytometrische Analysen zur Bestimmung des
Anteils GFP-positiver Zellen zeigten, dass die Zelllinien bis zu 95% transduziert waren (vgl. Abb.
3.2.19.B und D) und ,,Western Blot“-Analysen der stabilen Zelllinien belegen, dass GFP bzw. die
GFP-fusionierten Daxx-Varianten in den Zellen iiberexprimiert waren. Im Vergleich zur endogenen
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Expression waren die GFP-fusionierten Daxx-Varianten sowohl in den clearCa-2- wie auch den
clearCa-6-Zelllinien deutlich stiarker exprimiert (vgl. Abb. 3.2.19.A und C).
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Abb. 3.2.19: Dokumentation der stabli-transduzierten RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6. Nachweis der
Uberexpression von GFP, GFP-Daxx-a, -Daxx-§ bzw. —Daxx-y. A und C: ,,Western Blot‘-Analysen der stabilen clearCa-2- und
clearCa-6-Zelllinien. Jeweils 20 pg Gesamtprotein der transduzierten Zelllinien wurden in einer 8%-igen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot“ mittels GFP- und Daxx-spezifischen Antikérpern analysiert. Der Abgleich
mit B-Aktin verdeutlicht, dass vergleichbare Proteinmengen vorlagen. Die zusatzlichen Banden neben der endogenen Daxx-
Bande sind vermutliche verschiedene Phospho-Formen von Daxx (HOLLENBACH et al., 1999). B und D: DurchfluRzytometrische
Analysen der stabilen clearCa-2- und clearCa-6-Zelllinien zur Bestimmung des Anteils an GFP-positiven Zellen. Jeweils 10000
Ereignisse wurden im FITC-Fluoreszenzkanal gegen den PI-Fluoreszenzkanal analysiert. Die FITC-Fluoreszenz ist in allen
Diagrammen an der x-Achse aufgetragen und die von Pl an der y-Achse. Als Kontrollen dienten jeweils nicht infizierte clearCa-2
bzw. clearCa-6 Zellen (K).
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3.2.5.5 Der Einfluss der Daxx-Varianten auf die CD95-abhangige Apoptose in
der CD95-sensitiven RCC-Zelllinie clearCa-6

Fiir die Untersuchung der Rolle der Daxx-Varianten in der CD95-abhingigen Apoptose von clearCa-6
wurde in den stabil-transduziertern clearCa-6-Zelllinien durch Inkubation mit dem CD95-
agonistischen Antikorper CH11 die Apoptose induziert und die Auswirkungen auf die Lebendzellzahl
ermittelt. Nach der unter 2.2.3.8.1 beschriecben Methode wurden hierfiir jeweils 7500 Zellen der
Zelllinien clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-f§ bzw. -Daxx-y sowie der Kontroll-Zelllinie clearCa-6-GFP
in separaten 96-well-Platten ausgesidt und 24 h spéter durch Behandlung mit 500 ng/ml CHI11
stimuliert. Nach jeweils 1, 2, 3 und 6 h wurde die Lebezellzahl mittels ,,MTT-Assay* bestimmt,

jeweils bezogen auf die entsprechende, unbehandelte Kontrolle.
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Abb. 3.2.20: Einfluss der GFP-fusionierten Daxx-Varianten auf die CD95-abhidngige Apoptose in der RCC-Zelllinie
clearCa-6. A: Reprasentative Uberlebenskurven der stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien nach CD95-Stimulation. Jeweils
aquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP, clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-p und -Daxx-y wurden in 96-well-Zellkulturplatten
ausgesat und 24 h spater mit 500 ng/ml CH11 behandelt. Nach 1, 2 ,3 und 6 h wurden die relativen Lebendzellzahlen mittels
,MTT-Assay" ermittelt, jeweils bezogen auf die entsprechende unbehandelte Kontrollzelllinie. B: Darstellung der Lebendzellzahl
nach 2 h bzw. 6 h Inkubation mit 500 ng/ml CH11. Die Zellzahlen von clearCa-6-GFP-Daxx-o, -Daxx-f, und —Daxx-y sind hierbei
auf die Werte der ebenfalls mit CH11-behandelten clearCa-6-GFP-Kontrollzelllinie bezogen worden. Die Mittelwerte inklusive
Standardabweichung aus mindestes drei unabhangigen Versuchen sind dargestellt. C: Darstellung der Lebendzellzahl nach 2 h
bzw. 6 h Inkubation mit 500 ng/ml CH11 unter Caspase-8-Hemmung. Jeweils aquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP,
clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-f und -Daxx-y wurden in 96-well-Zellkulturplatten ausgesat und mit 50 yM des Caspase-8-
Inhibitors Z-IETD-Fmk vorinkubiert. 24 h spater wurden die Zellen mit 500 ng/ml CH11 behandelt und nach 2 und 6 h wurde die
relative Lebendzellzahl mittels ,MTT-Assay“ bestimmt, jeweils bezogen auf die entsprechende mit DMSO-behandelte
Kontrollzelllinie. Die Mittelwerte inklusive Standardabweichung aus mindestes drei unabhangigen Versuchen sind dargestellt. D:
Zur Bestatigung einer vorliegenden Inhibierung der Caspase-8 wurden Proteinextrakte der behandelten clearCa-6-GFP Zellen
hergestellt und nach elektrophoretischer Auftrennung durch eine 10%-ige SDS-PAGE im ,Western Blot* auf die Spaltung von
Caspase-8 hin analysiert.
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In Abbildung 3.2.20.A ist die resultierende Uberlebenskurve eines reprisentativen Experimentes
dargestellt. Es zeigt sich, dass alle vier stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien sensitiv gegeniiber
der Behandlung mit CH11 reagieren und die prozentualen Lebendzellzahlen im zeitlichen Verlauf
kontinuierlich abnehmen. Nach 1h ist bereits eine Abnahme der Zellzahlen auf ca. 60% zu
beobachten und nach 6 h haben sich die Lebendzellzahlen auf einen Wert von ca. 30% weiter
reduziert. Vergleicht man die verschiedenen Vitalitdtskurven miteinander, so ist im Rahmen der
Standardabweichung kein signifikanter Unterschied in der Kinetik des Zelltodes zwischen der GFP-
iiberexprimierenden und der GFP-Daxx-o-iiberexprimierenden clearCa-6-Zelllinie sowie zwischen
clearCa-6-GFP-Daxx-a und den Zelllinien clearCa-6-GFP-Daxx-f bzw. clearCa-6-GFP-Daxx-y zu
verzeichnen. In Abbildung 3.2.20.B sind die Mittelwerte der Lebendzellzahlen nach 2 h bzw. 6 h
Inkubation mit CHI11 aus mindestes drei unabhéngigen Versuchen dargestellt. Die Zellzahlen sind in
diesem Fall auf die Werte der ebenfalls mit CH11-behandelten clearCa-6-GFP-Kontrollzelllinie
bezogen worden. Im Rahmen der Standardabweichung sind erneut keine signifikanten Unterschiede
zwischen den GFP-Daxx-a-, und GFP-Daxx-B- bzw. GFP-Daxx-y-exprimierenden Zelllinien

erkennbar.
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Abb. 3.2.21: »Western Blot“-Analyse der CH11-behandelten clearCa-6-GFP, -Daxx-a, -Daxx-B und- Daxx-y Zelllinien.
Jeweils 30 pg Gesamtproteinextrakte von unbehandelten sowie 3 h bzw. 6 h mit 500 ng/ml CH11-behandelten clearCa-6-GFP,
GFP-Daxx-a, -Daxx-p und -Daxx-y Zellen wurden in einer 10%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western
Blot* mit Antikérpern gegen Caspase-8 und Caspase-9 analysiert. Die Detektion von B-Aktin diente zur Veranschaulichung
vergleichbarer Proteinladungsmengen.

Die Tatsache, dass sich alle Werte um 100% bewegen, demonstriert, dass ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zur Bezugskontrolle clearCa-6-GFP bestand. Mit Hilfe von ,,Western Blot“-Analysen
wurden Proteinextrakte von 3 h und 6 h CH11-behandelter clearCa-6-GFP- bzw. clearCa-6-GFP-
Daxx-a-, -Daxx-f3- und —Daxx-y-Zelllinien auf die Spaltung von Caspase-8 und Caspase-9 untersucht.
In allen CH11-behandelten Zelllinien war eine Spaltung von Caspase-8 und Caspase-9 nachweisbar,
wobei jeweils die Menge an Spaltprodukt nach 6 h CH11-Behandlung erwartungsgemil3 hoher war als
nach 2 h. Das Ausmal} der Caspase-8-Spaltung war dabei jeweils hoher als das der Caspase-9 (vgl.
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Abb. 3.2.21). Zwischen clearCa-6-GFP, clearCa-6-GFP-Daxx-a, clearCa-6-GFP-Daxx-f und clearCa-
6-GFP-Daxx-y war das Ausmal} der Caspase-Spaltungen insgesamt vergleichbar, was die Ergebnisse
aus den ,,MTT-Analysen unterstiitzt. In den Zellextrakten der unbehandelten Kontrollen konnten
ausschlieBlich die ungespaltenen Caspasen detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.21). Aufgrund der
Tatsache, dass Daxx die CD95-abhéngige Apoptose durch die Aktivierung des ASKI1/JNK-
Signalweges auch unabhingig von Caspase-8 fordert (YANG et al., 1997) wurde untersucht, ob in den
stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien die Daxx-vermittelte Apoptose unter Caspase-8-Hemmung
eine stirkere Bedeutung erlangt. Hierfiir wurden dquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP bzw.
clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-p und -Daxx-y ausgesdt und mit 50 pM des Caspase-8-Inhibitors Z-
IETD-Fmk fiir 24 h vorinkubiert. Die Apoptose wurde darauthin mit 500 ng/ml CHI11 induziert und
nach 2 h und 6 h die Lebezellzahl mittels ,MTT-Assay* bestimmt. Da der Caspase-8-Inhibitor in
DMSO gelost ist, sind die Zellzahlen jeweils auf die entsprechende, mit DMSO-behandelte Kontrolle
bezogen. In Abbildung 3.2.20.C sind die Mittelwerte der Lebendzellzahlen nach 2h bzw. 6 h
Inkubation aus drei unabhingigen Versuchen dargestellt. Die Tatsache, dass die Lebendzellzahlen
auch nach 6 h CH11-Inkubation noch bei 80% liegen, belegt, dass durch eine Caspase-8-Hemmung
das AusmaB der Apoptose zu einem erheblichen Teil inhibiert wird, aber nicht vollstindig aufgehalten
werden kann. ,,Western Blot“-Untersuchungen, die exemplarisch an Proteinextrakten von CH11- bzw.
CHI1 in Kombination mit Z-IETD-Fmk-behandelten clearCa-6-GFP-Zellen durchgefiihrt wurden,
demonstrieren, dass die Caspase-8-Spaltung nach 2h CHI11-Behandlung unter Anwesenheit des
Caspase-8-Inhibitors Z-IETD-Fmk erwartungsgemil3 unterbunden ist (vgl. Abb. 3.2.20.D). Im
Rahmen der Standardabweichung sind auch nach Caspase-8-Hemmung keine signifikanten
Unterschiede zwischen der GFP- und der GFP-Daxx-a-liberexprimierenden clearCa-6-Zelllinie sowie
zwischen clearCa-6-GFP-Daxx-o und den Daxx-Spleilvarianten-iiberexprimierenden Zelllinien
detektierbar. Es ist lediglich ein leichter Trend erkennbar, nachdem clearCa-6-GFP-Daxx-a sowohl
nach 2 h als auch nach 6 h eine geringere Lebendzellzahl aufweist als clearCa-6-GFP bzw. clearCa-6-
GFP-Daxx-f und -Daxx-y. Die Tatsache, dass in der GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden Zelllinie im
Vergleich zur GFP-Kontrollzelllinie keine signifikanten Unterschiede in der Caspase-8-unabhingigen
Apoptose auftreten deutet darauthin, dass der Caspase-8-unabhéngige Anteil der Apoptose in clearCa-

6 vermutlich nicht Ursache einer Daxx-vermittelten Apoptose durch eine Aktivierung der JNK ist.

3.2.5.6 Analyse der CD95-abhangigen JNK-Aktivierung in clearCa-6

Der Befund, dass die Anderung der Lebendzellzahl nach CD95-Aktivierung in den stabil-
transduzierten clearCa-6-Zellen gleichartig verlduft und die Beobachtung, dass der Anteil der
Caspase-8-unabhingigen Apoptose sich ebenfalls nicht signifikant unterscheidet (vgl. 3.2.5.5) deuten
darauf hin, dass die Uberexpression von GFP-Daxx-a (und den SpleiBvarianten -Daxx-B und -Daxx-y)
in clearCa-6 zu keiner Verstirkung der CD95-abhidngigen Apoptose fiihrt. Da der Daxx-vermittelte
Anteil der CD95-abhéngigen Apoptose durch die Aktivierung von ASKI1 und JNK verlduft, wurde
untersucht, ob in clearCa-6-Zellen eine Beeintrachtigung dieser Signaltransduktionskaskade besteht,
die dafiir verantwortlich sein konnte, dass Daxx hier nicht als Verstarker der CD95-Apoptose wirken
kann. Mit Hilfe von in vitro ,Kinase-Assays™ wurde daher die JNK-Aktivitdt in unbehandelten sowie
mit CH11-behandelten clearCa-6-GFP- bzw. clearCa-6-GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-p- und GFP-Daxx-
v-Zellen analysiert. Zur spezifischen Anreicherung der JNK wurde 100 ug Gesamtprotein des
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jeweiligen Kinaseextraktes mit einem Anti-JNK Antikérper immunprézipitiert, aufgereinigt und
anschliefend wie unter 2.2.4.6.1 beschrieben in einer Kinasereaktion mit radioaktivem [y-**P]-ATP
und dem JNK Substrat c-Jun (GST-c-Jun) inkubiert. Wie in Abbildung 3.2.22 dargestellt, konnte nach
elektrophoretischer Auftrennung der Reaktionen in allen mit CHI11-behandelten Zelllinien eine
deutliche JNK-Aktivitdit nachgewiesen werden, wobei in der clearCa-6-GFP-Daxx-a-Probe
interessanterweise die geringste JNK-Aktivitit detektierbar war. ,,Western Blot“-Analysen der
Kinaseextrakte zeigen in allen Proben ein gleich bleibendes Expressionsniveau der JNK und
demonstrieren somit, dass die detektierte JNK-Aktivitit auf einer tatsdchlichen Zunahme der
Kinaseaktivitdt beruht und nicht artifiziell durch eine Erhohung der Proteinexpression hervorgerufen
wurde. Die Detektion von B-Aktin diente als Nachweis vergleichbarer Proteinladungsmengen (vgl.
Abb. 3.2.22).
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Abb. 3.2.22: Analyse der CH11-induzierten JNK-Aktivierung in den stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien. Mit
jeweils 100 pg Gesamtprotein von 6 h CH11-behandelter clearCa-6-GFP-, clearCa-6-GFP-Daxx-a-, -Daxx-p- und —Daxx-y-
Zellen sowie den entsprechenden unbehandelten Kontrollen wurden zur Anreicherung der JNK Immunprazipitationen mit einem
Anti-JNK Antikdrper durchgefiihrt. Die Immunprazipitate wurden in einer Kinasereaktion mit dem GST-fusionierten Substrat c-
Jun sowie [V-32P]-ATP inkubiert. AnschlieRend wurden die phosporylierten und radioaktiv markierten Substrate in einer 12%-
igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch detektiert, wobei die Bandenintensitat ein Maf} fur die
JNK-Aktivitat war. ,Western Blot*-Analysen der Proteinextrakte mit Anti-JNK und Anti-B-Aktin Antikérpern demonstrieren, dass
vergleichbare Expressionsniveaus von JNK vorlagen, wobei jeweils 30 ug Protein des entsprechenden Rohextraktes
aufgetragen wurden.

Die Tatsache, dass eine Uberexpression von GFP-Daxx-a in clearCa-6 keine Auswirkungen auf die
CD95-abhingigen Apoptose zeigt, ist demnach nicht durch eine beeintrichtigte JNK-Aktivierung
begriindet. Um auszuschlieBen, dass die Zellbehandlung mit 500 ng/ml CH11 einen Sittigungsbereich
der CD95-abhiingigen Apoptose darstellt und eine Uberexpression von Daxx keine zusitzliche
Sensitivierung bewirken kann, wurde eine Dosiskinetik mit verschiedenen CH11-Konzentrationen
durchgefiihrt. Jeweils gleiche Zellzahlen von clearCa-6-GFP und clearCa-6-GFP-Daxx-a wurden mit
10, 75, 125 und 250 ng/ml CHI11 behandelt. Nach 24 h Inkubation wurde die resultierende
Lebendzellzahl mittels ,,MTT-Assay bestimmt, jeweils bezogen auf die unbehandelte Kontrolle. Wie
in Abbildung 3.2.23 dargestellt, reagieren beide Zelllinien sensitiv auf die Behandlung mit CH11 ab
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einer Konzentration von 75 ng/ml, wobei die resultierenden Lebendzellzahlen mit steigender CH11-
Konzentration abnehmen, was belegt, dass keine Séttigung der Apoptose-Induktion bzw. -
Transduktion vorliegt. Vergleicht man die resultierenden Lebendzellzahlen von clearCa-6-GFP und
clearCa-6-GFP-Daxx-a, so ist im Rahmen der Standardabweichung allerdings kein signifikanter

Unterschied in der Kinetik des Zelltodes zu verzeichnen.
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3.2.5.7 Der Einfluss der Daxx-Varianten auf die CD95-abhangige Apoptose in
der CD95-resistenten RCC-Zelllinie clearCa-2

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von Daxx-a in der resistenten RCC-Zelllinie clearCa-2 zu
einer Sensitivierung gegeniiber der CD95-abhiingigen Apoptose fiihrt und wie sich die Uberexpression
von Daxx-f und Daxx-y auswirkt, wurde der Einfluss verschiedener CH11-Konzentrationen auf die
Lebendzellzahl der stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien ermittelt. Wie bereits fiir die Analyse
von clearCa-6 beschrieben, wurden jeweils gleiche Zellzahlen der vier stabil-transduzierten Zelllinien
clearCa-2-GFP, clearCa-2-GFP-Daxx-a, -Daxx-B und —Daxx-y ausgesidt und mit CHI1 behandelt.
Aufgrund der ausgepridgten Resistenz gegeniiber der CD95-abhingigen-Apoptose wurden die Zellen
in diesem Fall mit 100, 250, 500 und 1000 ng/ml CH11 fiir 24 h inkubiert. Die relative Lebendzellzahl
wurde ebenfalls mittels ,,MTT-Assay* bestimmt und jeweils auf die unbehandelte Kontrolle bezogen.
In Abbildung 3.2.24 ist die entsprechende CH11-Dosiskinetik dargestellt. Auch nach der Behandlung
mit 1 pg/ml CHI11 hatte sich nach 24 h in allen Zelllinien die Lebendzellzahl auf lediglich ca. 90%
reduziert, wobei wie im Fall von clearCa-6 keine signifikanten Differenzen zwischen den
resultierenden Lebendzellzahlen von clearCa-2-GFP-Daxx-a, -Daxx-f3 und -Daxx-y sowie der GFP-
Kontrollzelllinie zu verzeichnen waren. Eine Uberexpression von Daxx ist demzufolge nicht
ausreichend um die Resistenz von clearCa-2 gegeniiber der CD95-abhingigen Apoptose aufzuheben.
Nach den hier beschriebenen Ergebnissen scheint Daxx nicht an der CD95-abhéngigen Apoptose in
den RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 beteiligt zu sein. Aufgrund dessen wurde in den GFP-
bzw. GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 mittels ,,Western Blot“-
Analysen die Expression der Daxx-Inhibitoren HSP27 und Flip. untersucht. Wie in Abbildung

3.2.24.B dargestellt, konnte in allen Zelllinien eine deutliche Expression der beiden Proteine detektiert
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werden, wobei die CD95-resistente Zelllinie clearCa-2 eine stirkere Expression von HSP27 zeigte und
in den clearCa-6-Zellen im Vergleich mit den clearCa-2-Zellen ein geringfiigig hdheres
Expressionsniveau von Flip vorlag. Die Uberexpression von GFP-Daxx-a wirkte sich in beiden
Zelllinien nicht auf das Expressionsniveau von HSP27 und Flip, aus, wie am Vergleich mit der jeweils
GFP-iiberexprimierenden Kontrollzelllinie deutlich wird.

O dearCa-2-GFP
B dlearCa-2-GFP-Davo-a o o
120 0 dearCa-2-GFP-Daxx-B & Pl
0 dlearCa-2-GFP-Daxxy & QQS) & Q?'O
[C A C A C A
100 L ]-E E gl
O L7 L L
i[ & oF o F
80 WB.:

W — < Flip (55 kDa)

60

— =

40

Lebendzellzahl nach 24 h Inkubation
(% - Kontrolle) £ SD

R 4= HSP27 (27 kDa)
20
0 > > N N Konzentration CH11
@6\ Q\& c§6\ Qé\ (Inkubation: 24 h)
of o of ®°
® P ® S

Abb. 3.2.24: pas Ausmai der CD95-abhangigen Apoptose in den stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien. A:
Jeweils aquivalente Zellzahlen von clearCa-2-GFP, clearCa-2-GFP-Daxx-o, -Daxx-f und -Daxx-y wurden ausgesat und mit 100,
250, 500 und 1000 ng/ml des CD95-agonistischen Antikérpers CH11 behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden die
Lebendzellzahlen durch ,MTT-Assay” analysiert, wobei die Werte jeweils auf die unbehandelten Kontrollen bezogen worden
sind. B: ,Western Blot* Untersuchung zur HSP27- und Flip.-Expression in den GFP- bzw. GFP-Daxx-a-liberexprimierenden
clearCa-2- und clearCa-6-Zelllinien. Jeweils 25 pg Gesamtprotein wurden in einer 12%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und im ,Western Blot* mit den entsprechenden Antikérpern analysiert. Die Detektion von B-Aktin demonstriert
vergleichbare Proteinladungsmengen.

3.2.6 Die Funktion der Daxx-lsoformen als Regulatoren der p53-abhangigen
Transkription

Entsprechend seiner nukledren Lokalisation, ist Daxx auch an der Regulation der Transkription
beteiligt. Als eine Art Ko-Repressor bindet Daxx verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. p53,
reprimiert diese und reguliert so indirekt die Transkription (LI et al., 2000; EMELYANOW et al., 2002;
LEHEMBRE et al., 2001; CHANG et al., 2005). SUMO-konjugiertes PML wirkt dabei als Daxx-
Inhibitor, indem es Daxx von den Bereichen kondensierten Chromatins entfernt und in die PODs
transportiert, was zu einer Reaktivierung der Transkription flihrt (LI et al., 2000). Im Fall von p53
reprimiert Daxx iiber die direkte Bindung zu p53 die p53-abhingige Transkription und reguliert
dariiber die p53-abhidngige Apoptose (ZHAO et al., 2004; GOSTISSA et al., 2004; KIM et al., 2003). Fiir
die Bindung von Daxx an p53 ist ebenfalls der durch das Spleilen betroffene C-terminale Bereich von
Daxx verantwortlich (ZHAO et al., 2004; GOSTISSA et al., 2004; KIM et al., 2003). Die Bindung zu p53
wird dariiber hinaus vermutlich zusitzlich durch einen Bereich im N-Terminus von Daxx unterstiitzt
(KM et al., 2003). Um zu iiberpriifen, ob sich die Daxx-Varianten diesbeziiglich funktionell von
Daxx-a unterscheiden, wurde das Bindungsverhalten von Daxx-p und Daxx-y gegeniiber p53 sowie
der Einfluss der Daxx-Varianten auf die p53-abhéngige Transkription und Apoptose untersucht.
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3.2.6.1 Analyse der Interaktionen zwischen p53 und Daxx-p bzw. Daxx-y

Fiir die Analyse der Wechselwirkungen zwischen p53 und den Daxx-Spleiflvarianten wurden zunéchst
Ko-Immunprézipitationen in HEK293-Zellen durchgefiihrt. Die Expressionsvektoren pLDSRed2-
Daxx-a, pLDSRed2-Daxx-3 und pLDSRed2-Daxx-y wurden hierfiir jeweils mit dquivalenten Mengen
des p53-GFP Expressionsplasmids in HEK293-Zellen ko-transfiziert. Als Negativkontrolle wurde
zusitzlich die Ko-Transfektion des GFP-Leervektors mit pLDSRed2-Daxx-a durchgefiihrt, um
artifizielle, durch GFP-vermittelte Interaktionen identifizieren zu konnen. Nach 48 h wurden
Proteinextrakte generiert und in einer gegen GFP gerichteten Immunpréziptation eingesetzt. Die
daraus resultierenden Immunkomplexe wurden im ,,Western Blot* durch Inkubation mit einem Anti-
Daxx Antikdrper auf ko-prézipitiertes Daxx analysiert. Wie in Abbildung 3.2.25 dargestellt, konnte
DSRed2-Daxx-a im p53-GFP Immunkomplex detektiert werden, was die von Zhao et al., Gostissa et
al. und Kim et al. postulierte Daxx-p53 Interaktion bestétigt (GOSTISSA et al., 2004; ZHAO et al., 2004;
KIM et al., 2003).

GFP-p53 + + + -
GFP (Mock) - = = +
DSRed2-Daxx-a + - - +
DSRed2-Daxx-p -+ - -
DSRed2-Daxx-y - = 4+ -
IP: - <« DSRed2-Daxx-o. Abb. 3.2.25: Ko-Immunprasztatfonen
von p53-GFP mit den DSRed2-fusionierten
WB.: Anti-Daxx o  x- Daxx-Isoformen. A: Jeweils 500 g
IP: Anti-GFP s S Proteinextrakt, der DSRed2-Daxx-a-, DSRed2-
B Daxx-B- bzw. DSRed2-Daxx-y-Ko-Expression mit
p53-GFP sowie der Kontroll-Ko-Transfektion des
WB.: RE: GFP-Leervektors und pLDSRed2-Daxx-a WCL;eren
v 0 in einer Immunprazipitation mit einem Anti-GFP
Anti-Daxx S Antikorper eingesetzt. Die resultierenden
Immunkomplexe wurden in einer 8%-igen SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im
Anti-GEP <+ GFP-p53 »Western Blot* mit einem Anti-Daxx Antikorper

analysiert. Die ,Western Blot“-Analysen der
Rohextrakte (RE) demonstrieren, dass

i : aquivalente Mengen der entsprechenden
Anti-B-Aktin "= = o e < [(-Aktin liberexprimierten Proteine vorlagen und
vergleichbare Proteinmengen geladen waren.

Die DSRed2-fusionierten Varianten Daxx-p und Daxx-y waren in den entsprechenden

Immunkomplexen dagegen nicht detektierbar, obwohl ,,Western Blot“-Analysen der Rohextrakte
vergleichbare Mengen an iiberxprimierten p53-GFP aufwiesen und der Gehalt von DSRed2-Daxx-3
bzw. -Daxx-y mit dem von -Daxx-o ebenfalls vergleichbar war. Lediglich bei einer Exposition der
Membran iiber einen Zeitraum von mehr als 24 h waren vergleichsweise schwache Signale von
DSRed-Daxx-p und —Daxx-y detektierbar (Daten nicht gezeigt). Die Tatsache, dass in der Anti-GFP
Immunprézipitation der DSRed2-Daxx-a/GFP-Mock-Kontrolle auch nach 24 h Exposition der
Membran kein DSRed2-Daxx-0 nachgewiesen werden konnte belegt, dass die Interaktion mit p53
spezifisch ist. Daxx- und Daxx-y besitzen aufgrund der C-terminalen Modifikation demnach eine
drastisch reduzierte p53-Bindekapazitit. Die differentielle Interaktion zwischen p53 und den Daxx-

Isoformen wurde ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Hierfiir wurden die GFP-fusionierten
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Daxx-Varianten mit YFP-fusioniertem p53 in HeLa-Zellen ko-exprimiert und konfokal-mikroskopisch
analysiert. Als Kontrolle diente eine Ko-Transfektion des GFP-Leervektors mit dem fiir YFP-p53-
kodierenden Expressionsvektor, um artifizielle Interaktionen, basierend auf Wechselwirkungen
zwischen den beiden Fluoreszenzproteinen, identifizieren zu kénnen. In Abbildung 3.2.26 sind
Aufnahmen der GFP-, und YFP-vermittelten Fluoreszenz sowie der iiberlagerten Fluoreszenzsignale
dargestellt. Es zeigte sich dass, YFP-p53 mit GFP-Daxx-a in den subnukedren distinkten ,,Spots* ko-
lokalisiert, was die Daten aus der Ko-Immprézipitationsanalyse bestitigt. Wie unter 3.2.4.2
beschrieben, konnten diese ,,Spots™ in der Mehrzahl als PODs identifiziert werden, in denen Daxx-a
zusammen mit PML ko-lokalisiert. Die Tatsache, dass Daxx-a in diesen ,,Spots”“ mit p53 ko-
lokalisiert, unterstiitzt frithere Beobachtungen, wonach auch p53 mit PML interagiert und in den PODs
lokalisiert sein kann (GUO et al., 2000).

GFP GFP/YFP

GFP
YFP-p53

GFP-Daxx-o
YFP-p53

GFP-Daxx-f
YFP-p53

GFP-Daxx-y
YFP-p53

Abb. 3.2.26: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der differentiellen Interaktion zwischen den Daxx-Isoformen und
p53. GFP-Daxx-a, -Daxx-B bzw. -Daxx-y wurden in Hela-Zellen mit YFP-p53 ko-exprimiert und konfokal-
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die GFP- und YFP-Einzelfluoreszenzen wurden jeweils bei einer 63fachen VergréRerung
detektiert und anschlieBend mit Hilfe der LSM Image Software uberlagert (GFP/YFP Darstellung). Die weilen Pfeile
kennzeichnen die subnukleare Strukturen, in denen Daxx-o mit p53 ko-lokalisiert ist.
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In den korrespondierenden Analysen nach Ko-Expression von YFP-p53 mit GFP, GFP-Daxx-f bzw.
-Daxx-y war p53-YFP dagegen diffus im Kern verteilt und akkumulierte nicht in derartigen ,,Spots®.
In Ubereinstimmung mit den unter 3.2.4.2 beschrieben Ergebnissen waren sowohl Daxx-p als auch
Daxx-y hierbei vorwiegend in den ,,Plaque‘“-dhnlichen Strukturen lokalisiert, wobei in dem Grof3teil
der analysierten Zellen keine Ko-Lokalisation mit YFP-p53 ersichtlich war (vgl. Abb. 3.2.26). In
einzelnen Zellen konnte allerdings neben der diffusen nukledren Verteilung von YFP-p53 eine
vergleichsweise schwache Uberlagerung mit dem GFP-Daxx-B- bzw. -Daxx-y- Verteilungsmuster
detektiert werden. Dies entspricht ebenfalls den Ergebnissen aus der Ko-Immunprézipitationsanalyse,
wonach die Interaktion zwischen p53 und Daxx-f bzw. Daxx-y zwar erheblich reduziert, aber nicht
géinzlich unterbunden ist.

Zusammenfassend weisen Daxx-f und Daxx-y im Vergleich zu Daxx-a demnach ein drastisch
verringertes p53-Bindungsverhalten auf. Zudem zeigen die konfokal-mikroskopischen Analysen eine
Daxx(-a)-abhéngige Verteilung von p53: wihrend p53 nach Ko-Expression mit GFP bspw. diffus im
Zellkern verteilt ist, akkumuliert es in YFP-p53/GFP-Daxx-a ko-exprimierenden Zellen ausschlieBlich
in den distinkten ,,Spots®, in denen Daxx-a lokalisiert ist.

3.2.6.2 Der Einfluss der Daxx-Varianten auf die p53-abhangige Transkription

Da die Bindung zwischen Daxx-o und p53 mit einer Repression der p53-abhingigen Transkription
verbunden ist (GOSTISSA et al., 2004; ZHAO et al., 2004; KIM et al., 2003), wurde {iberpriift, in wie
weit sich die reduzierte p53-Interaktion von Daxx-f bzw. Daxx-y auf die p53-abhéngige Transkription
auswirkt. Hierflir wurden ,,Luciferase-Reporter-Assays® nach der unter 2.2.3.9 beschrieben Methode
durchgefiihrt. Jeweils 200ng des pS53-Reporterplasmides p53-Luc, 50ng des p53-GFP-
Expressionsvektors, 400 ng des entsprechenden HA-Daxx-Varianten-Expressionsplasmids sowie
20 ng des Renilla-Luciferase-Vektors pRL-EF-la wurden in HeLa-Zellen transfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitit analysiert. Die Aktivitdt der Firefly-Luciferase
wurde hierbei in Relation zur Renilla-Luciferaseaktivitit ermittelt und dadurch auf die entsprechende
Transfektionseffizienz normiert. In Abbildung 3.2.27.A sind die Mittelwerte der normierten
Luciferasewerte aus sechs unabhingigen Experimenten dargestellt. Wie erwartet resultiert die Ko-
Expression von HA-Daxx-a mit p53-GFP in einer signifikanten Reduktion der p53-abhingigen
Luciferase-Aktivitit verglichen mit der Luciferase-Aktivitit nach alleiniger p53-GFP-Expression (p >
0,001). Dies bestitigt damit frithere Beobachtungen, dass Daxx die p53-abhingige Transkription
reprimiert (GOSTISSA et al., 2004; ZHAO et al., 2004; KIM et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigte die
Ko-Expression von p53-GFP mit HA-Daxx-f (p = 0,710) bzw. HA-Daxx-y (p = 0,203) keine
Reduktion der relativen Luciferaseaktivitdt, sondern lieferte vergleichbare Werte zu denen, die nach
alleiniger Expression von p53-GFP erhalten wurden (vgl. Abb. 3.2.27.A). Dementsprechend war im
Vergleich zur Daxx-a/p53-GFP-Probe auch ein signifikanter Anstieg der Luciferase-Aktivitét in den
HA-Daxx-p/p53-GFP- (p = 0,006) und HA-Daxx-y/p53-GFP-Proben (p > 0,001) zu verzeichnen.
»Western Blot“-Analysen der jeweiligen Proteinextrakte zeigten dabei ein vergleichbares
Expressionsniveau der HA-fusionierten Daxx-Varianten sowie eine ebenfalls vergleichbare p53-GFP-
Expression in den unterschiedlichen Proben (vgl. Abb. 3.2.27.B), so dass ungleiche
Expressionsstdrken =~ der  verschiedenen = Daxx-Isoformen  bzw.  unterschiedliche  Ko-

Transfektionseffizienzen nicht ursidchlich fiir die differentielle p53-abhingige Transkription sein
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konnten. Dies deutet darauthin, dass Daxx-f und Daxx-y aufgrund ihrer verminderten Bindung an p53
nicht in der Lage sind, die p53-abhidngige Transkription zu reprimieren. Interessanterweise zeigten
auch die Kontrolltransfektionen von pLHA-Daxx-B bzw. -Daxx-y ohne p53-GFP-Uberexpression eine
hohere Luciferase-Aktivitidt als die vergleichbare pLHA-Daxx-a-Probe, was vermutlich auf die
Modulation der endogenen p53-Aktivitiat der HeLa-Zellen zuriickzufiihren war (vgl. Abb. 3.2.27.A).
Eine direkte Aktivierung der Luciferase-Expression von Daxx-f und Daxx-y durch Bindung an den
Promotor des p53-Luc-Vektors kann ausgeschlossen werden, da dieser Effekt in HEK293-Zellen nicht
beobachtet wurde. Allerdings konnte hier auch keine Reduktion der p53-abhidngigen Transkription
durch Daxx-a beobachtet werden, was darauf hinweist, dass die Daxx-a-abhéngige Modulation der
p53-abhéngigen Transkription Zelltyp-spezifisch ist (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2.27: Analyse der Daxx-a-, Daxx-p- bzw. Daxx-y-vermittelten Modulation der p53-abhédngigen Transkription
in HelLa-Zellen. A: Balkendiagrammdarstellung der Luciferasewerte nach transienter Ko-Transfektion von 400 ng der
Expressionsvektoren fir HA-Daxx-a, HA-Daxx-f bzw. HA-Daxx-y mit 50 ng pcDNA-p53-GFP und 200 ng des Reporterplasmids
p53-Luc. 20 ng des Renilla-Luciferase-Expressionsvektors pRL-EF-1a wurden ebenfalls ko-transfiziert, wobei die Aktivitat der
Renilla-Luciferase zur Normierung der Firefly-Luciferase-Werte diente. Die jeweilige Gesamtmenge an zu transfizierender DNA
wurde durch Zugabe des Leervektiors pLHA-C1 konstant auf 2 ug gehalten. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die
Luciferaseaktivitdt wurde bestimmt. Dargestellt sind die normierten Mittelwerte aus sechs unabhangigen Experimenten, wobei
die Luciferaseaktivitat nach alleiniger Tranfektion des Reporterkonstrukts p53-Luc als 1 definiert wurde. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem ,Student’s t-Test". Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant betrachtet und ist mit einem Sternchen
gekennzeichnet (*). B: Die ,Western Blot“-Analyse von exemplarischen Luciferaseproben (jeweils 15 pg Proteinextrakt)
demonstriert eine vergleichbare Expression von p53-GFP und den entsprechenden HA-fusinonierten Daxx-Isoformen in den
verschiedenen Transfektionen. Die Detektion von B-Aktin diente zur Veranschaulichung vergleichbarer Proteinladungsmengen.

3.2.7 Untersuchungen zur Funktion der Daxx-Varianten im humanen RCC

Das unterschiedliche Potential der Daxx-Spleiivarianten, die pS53-abhingige Transkription zu
reprimieren, konnte sich ebenfalls differentiell auf die p53-abhidngige Apoptose auswirken. So
reprimiert Daxx-o selektiv die Transkription von Zellzyklus-assoziierten p53-Zielgenen (GOSTISSA et
al., 2004). Eine Storung des Gleichgewichtes zwischen der Expression pro-apoptotischer und

Zellzyklus-relevanter p53-Zielgene ist die Folge, wodurch Daxx-a indirekt die p53-abhingige
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Apoptose fordert (GOSTISSA et al., 2004). Der Verlust des p53-Repressionspotentials von Daxx-f und
Daxx-y konnte sich somit anti-apoptotisch auswirken. Vor dem Hintergrund einer potentiellen
dominant-negativ-Funktion von Daxx-f und Daxx-y im RCC als Mechanismus zur Inaktivierung von
Daxx-a wurde daher der Einfluss der Daxx-Varianten auf die p53-abhingige Transkription und —

Apoptose in RCC-Zelllinien untersucht.

3.2.7.1 Die Bedeutung der Daxx-Varianten flir die p53-abhéangige Transkription
in der RCC-Zelllinie clearCa-2

Anhand der stabil-transduzierten Zelllinien clearCa-2-GFP sowie clearCa-2-GFP-Daxx-a, -Daxx-3
und -Daxx-y wurde mittels RT-PCR die mRNA-Expression der Apoptose-relevanten p53-Zielgene
CD95 und Bax sowie der Zellzyklus-assoziierten p53-Zielgene p21 und GADD45 analysiert. Fiir die
Induktion der p53-abhédngigen Transkription wurden die Zellen fiir 24h mit 2 pg/ml des
Topoisomerase I[-Inhibitors Topotecan inkubiert, ein Zytostatikum, das erwiesenermallien die
Aktivierung von p53 induziert (MULLER et al., 1997; FRIESEN et al., 1997). Unbehandelte Zellen
wurden dabei ebenfalls analysiert, um den Einfluss der Uberexpression von Daxx-o, Daxx-p bzw.
Daxx-y auf das basale Expressionsniveau der p53-Zielgene zu untersuchen. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA
wurde hierfiir wie unter 2.2.2.6 und 2.2.2.7.2 beschrieben zunichst in ¢cDNA transkribiert und
anschliefend in PCR-Reaktionen zur Amplifikation der jeweiligen Transkripte eingesetzt.
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Abb. 3.2.28: RT-PCR-Analyse der Expression von p53-Zielgenen in den stabilen clearCa-2-Zelllinien. A:
Balkendiagrammdarstellung der relativen (GAPDH-normalisierten) mRNA-Expressionsniveaus von CD95, GADD45, p21 und
Bax in clearCa-2-GFP, clearCa-2-GFP-Daxx-o, -Daxx-f und —Daxx-y vor und nach Stimulierung der Zellen mit 2 pg/ml
Topotecan fur 24 h. Die jeweilige relative Expression der Transkripte in unbehandelten clearCa-2-GFP-Zellen wurde als 1
definiert und diente als BezugsgroRe fir die Expressionswerte der restlichen Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
mindestens drei unabhangigen Versuchen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ,Student’s t-Test", wobei signifikante
Unterschiede mit einem Sternchen gekennzeichnet sind (*) B: Agarosegeldarstellung reprasentativer RT-PCRs. Jeweils 5 pl der
zuvor 1/5 verdiinnten cDNA wurde in die entsprechende PCR eingesetzt, die zur Amplifikation von GAPDH 35 Zyklen und zur
Amplifikation der restlichen Transkripte 37 Zyklen umfasste.
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Die resultierenden PCR-Produkte wurden daraufhin gelelektrophoretisch aufgetrennt und die
entsprechenden Bandenintensitdten, als Mal} fiir die Expressionsstirke, densitometrisch ausgewertet.
Die Expressionsstirke der einzelnen Gene wurde dabei in allen Féllen auf das Expressionsniveau des
Referenzgens GAPDH normiert. Die relative Expression der Gene in der unbehandelten clearCa-2-
GFP-Kontrollzelllinie wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit als 1 definiert und diente als
Bezugsgrofle fiir die Expressionsniveaus der restlichen Proben. In Abbildung 3.2.28.A sind die
relativen Expressionswerte von CD95, Bax, p21 und GADD45 der vier Zelllinien vor und nach
Topotecan-Behandlung in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Vergleicht man die relativen
Expressionswerte von CD95, Bax, p21 und GADD45 der unbehandelten Zelllinien untereinander, so
ist ausschlieBlich im Fall von CD95 ein differentielles Expressionsmuster zwischen clearCa-2-GFP-
Daxx-o und den GFP-Daxx-B- bzw. GFP-Daxx-y-liberexprimierenden clearCa-2-Zellen zu
verzeichnen, das allerdings nur im Vergleich zwischen clearCa-2-GFP-Daxx-o und —Daxx-y auch
statistisch signifikant ist (p = 0,022). Bax, p21 und GADD45 sind in den vier Zelllinien auf basalem
Niveau anndhernd gleichartig exprimiert. Nach Behandlung mit Topotecan ist eine deutliche Zunahme
der GADD45-Expression in allen vier Ziellinien zu beobachten, was belegt, dass in allen Zellen eine
Aktivierung von p53 stattgefunden hat (vgl. Abb. 3.2.28.A und B). Im Gegensatz zu GADD45 zeigen
die Apoptose- und Zellzyklus-relevanten Gene CD95, Bax und p21 allerdings eine lediglich schwache
Expressionszunahme. Vergleicht man die einzelnen Expressionsniveaus von CD95, Bax, p21 und
GADD45 zwischen den behandelten clearCa-2-GFP-, clearCa-2-GFP-Daxx-a-, -Daxx-f- und -Daxx-y-
Zellen, sind dariiber hinaus im Rahmen der Standardabweichung keine signifikanten Unterschiede
erkennbar. Die auf basaler Ebene detektierten Unterschiede hinsichtlich der CD95-Expression konnten
hier nicht nachgewiesen werden. Dies deutet daraufhin, dass sich die Uberexpression der einzelnen
Daxx-Varianten in clearCa-2 nach p53-Aktivierung nicht auf die Transkription von CD95, GADD45,
Bax und p21 auswirkt.

3.2.7.2 Der Einfluss der Daxx-Varianten auf die p53-abhangige Apoptose
in der RCC-Zelllinie clearCa-6

Die Uberexpression von Daxx-a fiihrt sowohl in der T-lymphoblastischen Zellline Jurkat, wie auch
der Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 zu einer Sensitivierung gegeniiber der Topotecan- bzw.
Doxorubicin-induzierten pS3-abhidngigen Apoptose (MO et al., 2004; BOEHRER et al., 2005). Nach den
Beobachtungen von Gostissa et al. (2004) ist dies auf die selektive Repression von Zellzyklus-
assoziierten p53-Zielgenen durch Daxx zuriickzufithren. Obwohl die RT-PCR Analysen zeigen, dass
sich die Uberexpression von Daxx-a, sowie von Daxx-p und Daxx-y in der Zelllinie clearCa-2 nicht
wesentlich auf die Transkription von CD95, GADD45, Bax und p2l auswirkt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Expression andere p53-Zielgene durch die Daxx-Varianten
differentiell reprimiert wird. Aus diesem Grund sollte der Einfluss der Uberexpression von Daxx-a,
Daxx-f bzw. Daxx-y auf die pS3-abhiingige Apoptose analysiert werden. Die Annahme war, dass falls
die Expression funktionell-relevanter p53-Zielgene durch die Daxx-Varianten differentiell reprimiert
wiirde, sich dies in einer unterschiedlichen Sensitivitdt der Zelllinien gegeniiber der p53-abhingigen
Apoptose auswirken sollte. Hierzu wurden die stabilen GFP-, GFP-Daxx-a-, -Daxx-B- bzw. -Daxx-y-

iiberexprimierenden RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 mit Topotecan, Doxorubicin, Etoposid
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und Taxol behandelt. Die Anderung der Lebendzellzahl im zeitlichen Verlauf wurde mittels ,,MTT-
Assay* analysiert und als Mal3 der Sensitivitit gewertet. Anhand der stabilen clearCa-6-Zelllinien
wurden zunidchst Dosiskinetiken der einzelnen Zytostatika erstellt, um geeignete Konzentration fiir
eine zeitkinetische Zellbehandlung zu bestimmen. Hierfiir wurden jeweils dquivalente Zellzahlen von
clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-f und -Daxx-y sowie der GFP-liberexprimierenden Kontrollzelllinie
mit verschiedenen Konzentrationen der einzelnen Zytostatika behandelt. Nach 24 h wurden die
entsprechenden Lebendzellzahlen mittels ,,MTT-Assays“ bestimmt. Anhand der in Abbildung 3.2.29
dargestellten resultierenden ,,Uberlebenskurven® wird deutlich, dass alle stabilen clearCa-6-Zelllinien
sensitiv auf die Zytostatika-Behandlung reagieren. Die Zugabe von 10 pg/ml Etoposid, 1 pg/ml
Doxorubicin, 2 ug/ml Topotecan oder 1 pg/ml Taxol fiihrte nach einer Inkubationszeit von 24 h zu
einer Reduktion der Lebendzellzahl um ca. 50%. Im Rahmen der Standardabweichung sind allerdings
bei keiner der getesteten Konzentrationen signifikante Unterschiede zwischen der resultierenden
Zellzahl der GFP-Daxx-a- und der GFP-iliberexprimierender bzw. zwischen der GFP-Daxx-a- und den
-Daxx-B- und -Daxx-y-iiberexprimierenden Zellen zu verzeichnen. Die Tatsache, dass nach der
Behandlung mit 1 pg/ml Taxol weniger Zellen iiberleben als durch die Gabe von 10 pg/ml ist
vermutlich auf die unterschiedlichen, konzentrationsabhingigen Effekte von Taxol zuriick zufiihren
(TORRES & HORWITZ, 1998).
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Abb. 3.2.29: Die Auswirkungen verschiedener Konzentrationen von Etoposid, Doxorubicin, Topotecan bzw. Taxol
auf die Lebendzellzahl der stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien. Aquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP-Daxx-a,
-Daxx- und -Daxx-y sowie der GFP-lberexprimierenden Kontrollzelllinie wurden in 96-well-Zellkulturschalen ausgesat und mit
verschiedenen Konzentration an Etoposid (0,1; 1; 10 und 50 ug/ml), Doxorubicin (0,01; 0,1; 1 und 10 ug/ml), Topotecan (0,002;
0,02; 0,2 und 2 pg/ml) und Taxol (0,01; 0,1; 1 und 10 pg/ml) behandelt. Nach 24 h wurden die resultierenden Lebendzellzahlen
durch ,MTT-Assay" ermittelt, jeweils bezogen auf die entsprechende Kontrolle.
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Mit den Konzentrationen, die nach 24 h eine ca. 50%-ige Letalitdt erzielten, wurden zeitabhingige
Untersuchungen durchgefiihrt. Wie zuvor wurden jeweils dquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP,
clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-f und -Daxx-y ausgesidt und mit 1 pg/ml Doxorubicin, 2 pg/ml
Topotecan, 10 pg/ml Etoposid bzw. 1 pg/ml Taxol behandelt. Nach 9, 12, 24, 48 und 72 h wurden die
resultierenden relativen Zellzahlen durch ,MTT-Assay“ ermittelt, mit denen schlieBlich die in
Abbildung 3.2.30 gezeigten ,,Uberlebenskurven® erstellt wurden. Wie erwartet, nahmen die Zellzahlen
im Laufe der Inkubationszeit stetig ab und erreichen nach 72 h in allen Fillen Werte um bzw. unter
20%.
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Abb. 3.2.30: pie Auswirkungen von Etoposid, Doxorubicin, Topotecan bzw. Taxol auf die Lebendzellzahl der stabil-
transduzierten clearCa-6-Zelllinien im zeitlichen Verlauf. Aquivalente Zellzahlen von clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-f und -
Daxx-y sowie clearCa-6-GFP (Kontrollzelllinie) wurden in 96-well-Zellkulturschalen ausgesat und mit 10 ug/ml Etoposid, 1 pg/ml
Doxorubicin, 2 ug/ml Topotecan bzw. 1 pug/ml Taxol behandelt. Nach 9, 12, 24, 48 und 72 h wurden die entsprechenden
Lebendzellzahlen durch ,MTT-Assay" ermittelt, jeweils bezogen auf die entsprechende Kontrolle. Die Uberlebenskurven wurden
erstellt, indem die relative Zellzahl (y-Achse) gegen die Inkubationszeit (x-Achse) aufgetragen wurde.

Im Rahmen der Standardabweichung sind allerdings zu keinem der getesteten Zeitpunkte signifikante
Unterschiede zwischen der resultierenden Zellzahl der GFP-Daxx-a- und der GFP-iiber-
exprimierenden bzw. zwischen der GFP-Daxx-a- und den GFP-Daxx-B- und GFP-Daxx-y-
iiberexprimierenden Zellen zu verzeichnen. Dies deutet daraufhin, dass sich die Uberexpression der
Daxx-Varianten in clearCa-6 nicht auf die Kinetik des Doxorubicin-, Topotecan-, Etoposid- bzw.
Taxol-induzierten Zelltodes auswirkt. ,,Western Blot“-Analysen der Proteinextrakte behandelter

clearCa-6-GFP-Zellen belegen, dass es sich bei dem Zelltod in allen Féllen um apoptotische Prozesse
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handelt. In allen Proben konnte die Spaltung des Apoptose-Markers PARP detektiert werden, wobei
das Ausmal3 der PARP-Spaltung nach Taxol-Behandlung deutlich geringer war als nach Doxorubicin-,
Topotecan-, oder Etoposid-Behandlung (vgl. Abb. 3.2.32).

3.2.7.3 Die Auswirkungen der Daxx-Varianten auf die p53-abhdangige Apoptose
in der RCC-Zelllinie clearCa-2

Ergidnzend zu den Zytostatika-Experimenten mit den stabil-transduzierten clearCa-6-Zellen wurden
Untersuchungen mit den stabilen clearCa-2-Zelllinien durchgefiihrt. Gleiche Zellzahlen von clearCa-
2-GFP, clearCa-2-GFP-Daxx-a, -Daxx-B und -Daxx-y wurden, wie bereits fiir die transduzierten
clearCa-6-Zelllinien beschriecben mit Doxorubicin (1 pg/ml), Topotecan (2 pg/ml), Etoposid
(10 pg/ml) bzw. Taxol (1 pg/ml) behandelt. Nach jeweils 9, 12, 24, 48 sowie 72 h Inkubation wurden

die relativen Zellzahlen wiederum durch ,,MTT-Assay* ermittelt.
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Abb. 3.2.31: bie Auswirkungen von Etoposid, Doxorubicin, Topotecan bzw. Taxol auf die Lebendzellzahl der
stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien im zeitlichen Verlauf. Aquivalente Zellzahlen von clearCa-2-GFP sowie clearCa-2-
GFP-Daxx-a, -Daxx-B und -Daxx-y wurden in 96-well-Zellkulturschalen ausgesat und mit 10 pg/ml Etoposid, 1 pg/ml
Doxorubicin, 2 pg/ml Topotecan bzw. 1 ng/ml Taxol behandelt. Nach 9, 12, 24, 48 und 72 h wurden die Lebendzellzahlen durch
,MTT-Assay" ermittelt, jeweils bezogen auf die entsprechende Kontrolle. Die Uberlebenskinetiken wurden erstellt, indem die
relative Zellzahl (y-Achse) gegen die Inkubationszeit (x-Achse) aufgetragen wurde.
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Anhand der daraus resultierenden ,,Uberlebenskurven* wird deutlich, dass auch die stabil-
transduzierten clearCa-2-Zelllinien auf alle vier Zytostatika sensitiv reagieren, da die entsprechenden
Lebendzellzahlen mit fortschreitender Inkubationszeit abnehmen (vgl. Abb. 3.2.31). Im Vergleich zu
clearCa-6 weisen die stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien allerdings eine geringfiigig erhdhte
Resistenz gegeniiber Etoposid, Doxorubicin und Taxol auf, da der Anteil lebender Zellen nach 72 h im
Gegensatz zu dem der clearCa-6-Zelllinien deutlich iiber 20% liegt. Am Beispiel der Etoposid-
Behandlung ist dies besonders ersichtlich, hier liegt die prozentuale Lebendzellzahl der clearCa-2-
Transduktanten nach 72 h noch bei iiber 40%, wahrend sich die prozentuale Lebendzellzahl bei den
stabilen clearCa-6-Zelllinien bereits auf einen Wert unter 10% reduziert hat. Die Sensitivitét
gegeniiber Topotecan ist bei beiden Gruppen von Zelllinien vergleichbar mit resultierenden
Lebendzellzahlen von jeweils < 20% nach einer Inkubation von 72 h.
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Abb. 3.2.32: ,western Blot“-Analyse zum Nachweis der PARP-Spaltung in den Zytostatika-behandelten clearCa-2-
GFP- und clearCa-6-GFP-Zelllinien. Jeweils 20 ug Gesamtprotein Doxorubicin-, Topotecan-, Etoposid- bzw. Taxol-
behandelter clearCa-2-GFP- und clearCa-6-GFP-Zellen wurden im SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western
Blot* mit den entsprechenden Antikdrpern analysiert. Die Detektion von p-Aktin diente zur Veranschaulichung, dass
vergleichbare Proteinmengen vorlagen.

Abgesehen von geringen Schwankungen, sind bei den Behandlungen mit Etoposid, Doxorubicin und
Topotecan keine markanten Unterschiede zwischen den ,,Uberlebenskurven® der GFP-Daxx-o- und
der GFP-iiberexprimierenden bzw. zwischen der GFP-Daxx-a- und den GFP-Daxx-B- bzw. GFP-
Daxx-y-iiberexprimierenden clearCa-2-Zellen zu verzeichnen. Zu einigen Zeitpunkten, wie z.B. dem
48 h-Wert der Topotecan-Behandlung oder dem 72 h-Wert der Doxorubicin-Behandlung,
unterscheiden sich die Zellzahlen auch iiber das Mall der Standardabweichung hinaus. Diese
Differenzen sind aber vermutlich nicht auf die Uberexpression der entsprechenden Daxx-Variante,
sondern auf klonale Effekte innerhalb der Zelllinie zuriickzufiihren, da es sich bei den stabil-
transduzierten RCC-Zelllinien um jeweils heterogene Zellpopulationen handelt (vgl. 3.2.5.4). Die
Tatsache, dass dieses Phdnomen in den clearCa-6-Zelllinien nicht zu beobachten war, ist vermutlich
auf den generell eher sensitiven Charakter dieser Zelllinie zurlickzufiihren (GERHARZ et al., 1999). Im
Gegensatz zur Inkubation mit Etoposid, Doxorubicin und Topotecan reagieren die verschiedenen
clearCa-2-Transduktanten unterschiedlich auf die Behandlung mit Taxol. Wéhrend die Lebendzellzahl
von clearCa-2-GFP bereits nach 12 h Inkubation mit Taxol auf einen Wert von knapp 60%
abgesunken ist, betridgt die Lebendzellzahl der GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden Zellen zum gleichen

Zeitpunkt noch ca. 80%. Die Werte von clearCa-2-GFP-Daxx-B und —Daxx-y liegen mit jeweils ca.
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70% dazwischen. In Abbildung 3.2.33 sind die Mittelwerte aus vier unabhéngigen Versuchen in Form
eines Balkendiagramms dargestellt. Anhand der Signifikanzniveaus wird deutlich, dass sich die
resultierenden Lebendzellzahlen von clearCa-2-GFP eindeutig von denen der clearCa-2-GFP-Daxx-a-
Zellen unterscheiden. Nach 12 h ist bereits eine starke Tendenz erkennbar (p = 0,07), die nach
langeren Inkubationszeiten (24 h, p = 0,024; 48 h, p = 0,009; 72 h, p = 0,046) auch statistisch
signifikant wird (vgl. Abb. 3.2.33.A). Vergleicht man die relativen Lebendzellzahlen der GFP-Daxx-
a-iiberexprimierenden Zellline mit denen der GFP-Daxx-f- und GFP-Daxx-y-liberexprimierenden
Zellen, so ist eine tendenzielle Abnahme der Zellzahlen von clearCa-2-GFP-Daxx-a nach —Daxx-3
und schlieBlich nach -Daxx-y hin zu verzeichnen, die allerdings statistisch nicht signifikant ist (vgl.
Abb. 3.2.33.B). ,,Western Blot“-Analysen der Proteinextrakte von Doxorubicin-, Topotecan-,
Etoposid- bzw. Taxol-behandelten clearCa-2-GFP-Zellen zeigen ebenfalls eine PARP-Spaltung und
belegen, dass die Zytostatika-Behandlung auch in den clearCa-2-Zellen mit einer Apoptose-Induktion
verbunden ist. Aquivalent zu clearCa-6-GFP weist auch die Taxol-behandelte clearCa-2-GFP-Zelllinie
den geringsten Anteil an PARP-Spaltung auf (vgl. Abb. 3.2.32).
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Abb. 3.2.33: AusmaB des Taxol-induzierten Zelltodes in den stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien. Jeweils
aquivalente Zellzahlen von clearCa-2-GFP, clearCa-2-GFP-Daxx-a, -Daxx- und -Daxx-y wurden in 96-well-Zellkulturschalen
ausgesat und mit 1 pg/ml Taxol behandelt. Nach 9, 12, 24, 48 und 72 h wurden die Lebendzellzahlen durch ,MTT-Assay"
ermittelt, jeweils bezogen auf die unbehandelte Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte der resultierenden Lebendzellzahlen
aus mindestens vier unabhéngigen Versuchen. In A sind aus Griinden der Ubersicht lediglich die Werte der Zelllinien clearCa-
2-GFP und clearCa-2-GFP-Daxx-o. einander gegeniiber gestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ,Student’s t-Test,
wobei ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet und mit einem Sternchen gekennzeichnet wurde (*). B zeigt die
mittleren Lebendzellzahlen von allen vier stabilen clearCa-2-Zelllinien.

3.2.8 Untersuchungen zur Rolle von Daxx im Taxol-induzierten Zelltod

Die unter 3.2.7.3 beschriebenen Beobachtungen deuten auf eine zytoprotektive Rolle von Daxx
innerhalb des Taxol-vermittelten Zelltodes hin. Mittels RT-PCR wurde analysiert, ob die Daxx-
Varianten-Uberexpression Auswirkungen auf die Taxol-induzierte Expression von p53-Zielgenen hat,
die wie bspw. Bax und p21 kritisch in der Regulation des Taxol-vermittelten Zelltodes involviert sind
(TISHLER et al., 1995; GIANNAKAKOU et al., 2001). Hierzu wurde jeweils 1 ug Gesamt-RNA der
Taxol-behandelten bzw. der korrespondierenden unbehandelten clearCa-2-GFP- und clearCa-2-GFP-
Daxx-0-Zellen wie unter 2.2.2.6 und 2.2.2.7.1 beschrieben in cDNA transkribiert und anschlieend in
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PCR-Reaktionen eingesetzt, um die relative mRNA-Expression von CD95, Bax, p21 und GADD45 zu
analysieren. Die PCR-Reaktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, die entsprechenden
Bandenintensitdten als Mal} fiir die Expressionsstirke densitometrisch quantifiziert und wie bereits
unter 3.2.7.1 beschrieben ausgewertet. In Abbildung 3.2.34 sind die GAPDH-normalisierten mRNA-
Expressionsniveaus von CD95, Bax, p21 und GADDA45 in Form eines Balkendiagramms dargestellt.
Nach 24 h Taxol-Behandlung ist ein Anstieg der GADD45-mRNA Expression erkennbar, der
allerdings im Vergleich zur Behandlung mit Topotecan deutlich geringer ist (vgl. Abb. 3.2.28).
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Abb. 3.2.34: RT-PCR-Analyse der Expression von p53-Zielgenen in Taxol-behandelten clearCa-2-Transduktanten.
A: Balkendiagrammdarstellung der relativen (GAPDH-normalisierten) Expressionsniveaus von CD95, GADD45, p21 und Bax in
clearCa-2-GFP und clearCa-2-GFP-Daxx-o. vor und nach Stimulierung der Zellen mit 1 ug/ml Taxol fir 24 h. Die jeweilige
relative Expression der Transkripte in unbehandelten clearCa-2-GFP-Zellen wurde als 1 definiert und diente als Bezugsgrofle
fur die Expressionswerte der restlichen Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
B: Agarosegeldarstellung reprasentativer RT-PCRs. Jeweils 5 pl einer 1/5 Verdinnung der cDNA wurde in die entsprechende
PCR eingesetzt, die zur Amplifikation von GAPDH 35 Zyklen und zur Amplifikation der restlichen Transkripte 37 Zyklen
umfasste.

Die mRNA-Expressionsniveaus von p21, CD95 und Bax sind nach Behandlung mit Taxol im Rahmen
der Standardabweichung unverdndert. Insgesamt sind im Vergleich zwischen clearCa-2-GFP und
clearCa-2-GFP-Daxx-a. im Rahmen der Standardabweichung keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der Expression von GADD45, p21, CD95 und Bax erkennbar. Um zu iiberpriifen, ob die im
Vergleich zur Zelllinie clearCa-2-GFP erhohte Taxol-Resistenz von clearCa-2-GFP-Daxx-a mit einer
zeitlich verzdgerten Caspase-Aktivierung korreliert, wurden Proteinextrakte von 6, 9, 12, 24 und 48 h
mit Taxol behandelten clearCa-2-GFP- bzw. clearCa-2-GFP-Daxx-a-Zellen im ,,Western Blot*“ auf die
Spaltung verschiedener Caspasen hin untersucht. Auch nach 48 h Inkubation mit Taxol konnte
allerdings weder in der clearCa-2-GFP- noch in clearCa-2-GFP-Daxx-a-Zelllinie eine Spaltung von
Caspase-8, -9, -3, -6 und -7 detektiert werden, wie in Abbildung 3.2.35 anhand der clearCa-2-GFP-
Proben exemplarisch dargestellt ist. Dies deutet darauthin, dass Taxol in clearCa-2-Zellen eine
Caspase-unabhingige Form des Zelltodes induziert, was den unter 3.2.7.2/3 beschriebenen Daten

entspricht, wonach die Taxol-behandelten Zelllinien das geringste AusmaBl an PARP-Spaltung
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aufwiesen. Vorldaufige Untersuchungen deuten darauthin, dass womoglich eine Daxx-vermittelte JNK-

Aktivierung an der erhohten Resistenz gegeniiber Taxol beteiligt sein kdnnte.

PK i i
0 6 9 12 24 48 - Inkubationszeit von

Abb. 3.2.35: .Western Blot“- p———— E:m;rg.gé:l;pase,g (47 kDa)
Analyse der Caspase-Spaltung in ==| < Caspase-9 Spaltprodukte (37/35 kDa}
Taxol-behandelten clearCa-2-GFP-
Zellen. Jeweils 25 ug Proteinextrakt von
0, 6, 9, 12, 24 und 48h Taxol- S==s==s===e = < Pro-Caspase-8 (57 kDa)
behandelter Zellen wurden in einer 10%- ==| < Caspase-8 Spaltprodukte (41/43 kDa]
igen SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und im ,Western Blot* mit L .I
Antikérpern gegen Casapase-9, -8, -7, -6 bl 4~ Pro-Caspase-3 (35 kDa)
und -3 sowie den korrespondierenden
Sekundarantikérpern  analysiert.  Ein
Proteinextrakt von 6 h CH11-behandelten
clearCa-6-GFP-Zellen diente (mit Aus-
nahme der Caspase-3 Spaltung) als | ¢ Pro-Caspase-7 (35 kDa)
<4— Caspase-7 Spaltprodukt (30 kDa)

Positivkontrolle (PK). Die Detektion von
B-Aktin diente zur Veranschaulichung,
dass  vergleichbare  Proteinladungs-
mengen vorlagen.

44— Pro-Caspase-6 (35 kDa)

44— Caspase-8 Spaltprodukt (15 kDa)

|—-—| < B-Aktin (42 kDa)

Die in Abbildung 3.2.36 dargestellten ,,Kinase-Assay“-Analysen zeigen, dass in clearCa-2-GFP-Daxx-

a-Zellen nach Taxol-Behandlung eine frithere Aktivierung der JNK erfolgt (Maximum bereits nach
12 h) als in der GFP-Kontrollzelllinie (Maximum nach 24 h). Dies steht im Konsens mit dem Befund,
dass sich die Taxol-Resistenz von clearCa-2-GFP-Daxx-a nicht signifikant von der in clearCa-2-GFP-
Daxx-f und —Daxx-y Zellen unterscheidet, da alle drei Daxx-Varianten in der Lage sind JNK zu
aktivieren und sich die Varianten, im Gegensatz zum p53-Repressionspotential, beziiglich des

ASKI1/INK-Aktivierungspotentials nicht signifikant voneinander unterscheiden (vgl. 3.2.5.2).

clearCa-2-GFP-Daxx-o clearCa-2-GFP
9h 12h 24 h 9h 12 h 24h Inkubationszeit (h)
- + = + - + = + = 4+ = 4 Taxol(1ug/ml)

Kinase Assay

4— GST-c-Jun-(B)
(INK Aktivitat)

ws code®e cooeeme
- ————
| ..-.-14—0Aklin

Abb. 3.2.36: Analyse der Taxol-induzierten JNK-Aktivitit in clearCa-2-GFP- und clearCa-2-GFP-Daxx-a-Zellen.
Jeweils 100 pg Gesamtprotein aus Taxol-behandelten bzw. unbehandelten clearCa-2-GFP- und clearCa-2-GFP-Daxx-o-Zellen
wurden nach JNK-Immunpraziptitation in einer Kinasereaktion mit 1 ug des Substrates GST-c-Jun sowie [y-”P]-ATP inkubiert.
Die phosphorylierten und radioaktiv markierten Substrate wurden anschliefend in einer 12%-igen SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert, wobei die Intensitat der Bande ein MaR fur die JNK-Aktivitat darstellte.
,Western Blot“-Analysen der Proteinextrakte demonstrieren vergleichbare Expressionsniveaus der JNK in den jeweiligen Taxol-
behandelten sowie den unbehandelten Zellen und die Detektion von B-Aktin veranschaulicht, dass vergleichbare
Proteinladungsmenegen vorlagen.

|
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4 Diskussion

Apoptose ist ein fundamentaler Prozess, der in mehrzelligen tierischen Organismen neben der
Kontrolle der Zellproliferation entscheidend fiir einen regelhaften Entwicklungsverlauf ist
(THOMPSON, 1995; CARSON & RIBEIRO, 1993). Die Tatsache, dass eine Fehlregulation der Apoptose
eng mit der Ausbildung von verschiedensten Erkrankungen assoziiert ist, demonstriert die Bedeutung
dieses Prozesses. Humane Neoplasien weisen z.B. hdufig Mutationen oder genetische Anomalien auf,
die zu einem Funktionsverlust von pro-apoptotischen Genen bzw. zu einer verstirkten Expression von
anti-apoptotischen Genen fithren (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Ein gestortes Verhéltnis von pro-
und anti-apoptotischen Faktoren ist dabei die Folge, welches malligeblich zur Entstehung von Tumoren
beitrdgt und zudem fiir die zu beobachtende Apoptoseresistenz von Tumoren verantwortlich zu sein
scheint (VOGELSTEIN et al., 2000; TSUIIMUTO et al., 1985; TAMM et al., 2000). In mehr als 50% aller
humanen Tumortypen liegt beispielsweise eine Mutation des p53-Gens vor und viele Tumortypen
zeigen eine deutliche Erhohung der Expression von anti-apoptotischen Faktoren wie z.B. Survivin
oder XIAP (VOUSDEN & LU, 2002; LEVINE, 1997; TAMM et al., 2000; ADIDA et al., 2000; YAN et al.,
2004). Wie p53 ist auch DAP-Kinase ist ein pro-apoptotisches Tumorsuppressorgen, das allerdings in
Tumoren, im Gegensatz zu p53, vorwiegend epigenetisch, durch Methylierung des DAP-Kinase-
Promotors inaktiviert wird (KATZENELLENBOGEN et al., 1999; NAKATSUKA et al., 2003; SANCHEZ-
CSEPEDES et al., 2000). Daxx wurde initial ebenfalls als pro-apoptotischer Faktor identifiziert, wobei
nachfolgende Untersuchung dieses Bild relativierten, so dass die Rolle von Daxx mittlerweile
kontrovers diskutiert wird und dieses Protein vermutlich Zelltyp-abhingig sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Funktionen besitzen kann (YANG et al., 1997; CHARETTE et al., 2000; MICHAELSON et
al., 1999; MICHAELSON & LEDER, 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Untersuchungen durchgefiihrt werden, dessen Ergebnisse
auf die Rollen von DAP-Kinase und Daxx im humanen Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell
carcinoma) schlieBen lassen, einem Tumor der sich durch eine weitgehende Therapie- und Apoptose-
Resistenz auszeichnet. Die initiale Fragestellung hierbei war, ob eine funktionelle Inaktivierung von
Daxx und DAP-Kinase im RCC vorliegt, welche potentiell zur Apoptose-Dysregulation in diesem
Tumor beitragen konnte. Im Hinblick auf den hdufig zu verzeichnenden Verlust der DAP-Kinase-
Expression vieler Tumortypen wurde daher der Expressionsstatus des DAP-Kinase-Gens im humanen
RCC analysiert. Zudem wurde die Expression von Daxx untersucht, wobei die Daxx-Spleiflvarianten
Daxx-f und Daxx-y identifiziert werden konnten. Dies fithrte zu der Frage, ob Daxx im RCC
moglicherweise auf Ebene des alternativen Spleiflens inaktiviert sein konnte, indem Daxx-f und
Daxx-y als natiirliche Antagonisten gegeniiber der Hauptform Daxx-a wirken und auf diese Weise das
pro-apoptotische Potential von Daxx reduziert wird. Zur Klarung dieser Annahme wurden die Daxx-
Varianten strukturell und funktionell beziiglich ihres CD95- und p53-Apoptose fordernden bzw. p53-
Transkriptions-modulierenden Potentials charakterisiert und anschlieBend anhand von RCC-Zelllinien

hinsichtlich ihrer Bedeutung bzw. Funktion im humanen RCC analysiert.
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4.1 Die DAP-Kinase-Expression im humanen RCC

Die Analyse der DAP-Kinase-mRNA-Expression im humanen RCC wurde mit Hilfe einer ,,Real-
Time“-RT-PCR durchgefiihrt. Anhand von 20 RCC-Zelllinien wurde die Spezifitit der PCR iiberpriift
und es konnte gezeigt werden, dass sowohl in der DAP-Kinase-PCR als auch in der zur
Normalisierung dienenden GAPDH-PCR ausschlieBlich die erwarteten Produkte generiert wurden
(vgl. Abb. 3.1.1). Eine relative Quantifizierung der DAP-Kinase-Expression im Verhéltnis zur
GAPDH-Expression war daher moglich. Ungeachtet des histologischen Subtyps konnte in allen 20
analysierten Zelllinien eine DAP-Kinase-Expression detektiert werden. Dies steht im Widerspruch zu
den Beobachtungen von Kissil et al. (1997), die ebenfalls diverse RCC-Zelllinien beziiglich der DAP-
Kinase-Expression untersucht haben und in zwei von fiinf getesteten Zelllinien keine und in einer eine
vergleichsweise geringe DAP-Kinase-Expression nachweisen konnten. Die Diskrepanz mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist dabei vermutlich auf den Umfang des von Kissil et al.
verwendete Probenkollektivs von flinf Zelllinien zuriickzufithren, da Ergebnisse mit derartigen
Fallzahlen statistischen Schwankungen unterlegen sein konnen.

Mit Hilfe des ,,Real-Time“-RT-PCR-Systems wurde die DAP-Kinase-mRNA-Expression in primiren
RCC unterschiedlicher histologischer Subtypen von insgesamt 72 Patienten untersucht (vgl. Tab.
3.1.1). In 92% (66/72) der analysierten Tumorproben konnte dabei eine DAP-Kinase-mRNA-
Expression nachgewiesen werden, lediglich 8% (6/72) zeigten keine Expression. Im Vergleich zu
anderen malignen Tumorerkrankungen (vgl. Tab. 4.1) stellt dies einen sehr hohen prozentualen Anteil
an Tumoren mit DAP-Kinase-Expression dar. Leukdmische Erkrankungen, wie z.B. das Burkitt-
Lymphom zeigen eine teilweise vollstindige Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression
(KATZENELLENBOGEN et al., 1999; NAKATSUKA et al., 2003; vgl. Tab. 4.1). Auch solide Tumore, wie
bspw. das Magenkarzinom (bis zu 70%), Hepatozelluldre Karzinom (63%), Harnblasenkarzinom (bis
zu 58%) oder das Prostatakarzinom (36%) weisen im Vergleich zum RCC einen deutlich hoheren
prozentualen Anteil auf, in dem die DAP-Kinase-Expression abgeschaltet ist (CHAN et al., 2005;
MATSUMOTO et al., 2003; CHAN et al., 2002; YAMANAKA et al., 2003; vgl. Tab. 4.1). Lediglich im
Pankreaskarzinom konnte in einem vergleichbaren Probenkollektiv (n = 45) mit 2% ein geringerer
Anteil an Tumorproben ohne DAP-Kinase-Expression bzw. Tumoren mit hypermethyliertem DAP-
Kinase-Promotor detektiert werden (UEKI et al., 2000). Dies deutet daraufhin, dass neben dem
Pankreaskarzinom das RCC eine weitere Ausnahmestellung einnimmt hinsichtlich der
Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-(mRNA-) Expression.

4.1.1 Die DAP-Kinase-mRNA-Expression im Verlauf der Tumorprogression

In einigen Tumortypen weist der Verlust der DAP-Kinase-Expression eine Koinzidenz mit klinisch-
pathologischen Parametern auf oder ist mit einer schlechteren Prognose fiir die betreffenden Patienten
verbunden (vgl. Tab. 4.1). Im Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereichs ist der DAP-Kinase-
Expressionsverlust bspw. mit einem signifikant erhohtem Auftreten von Lymphknotenmetastasen
verbunden (HASEGAWA et al., 2002) und im Nicht-Kleinzelligem Lungenkarzinom steht die
Abschaltung der Expression in Zusammenhang mit Tumorstadium, -groe sowie einer Beteiligung der
Lymphknoten (KM et al., 2001).
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Tab.4.1: Verlust der DAP-Kinase-Expression in humanen Tumoren

Tumortyp Hypermethylier- Prognostische Bedeutung Referenz
ung/Verlust der
Expression

Burkitt-Lymphom 100% (9) KATZENELLENBOGEN et
al., 1999

Non-Hodgkin Lymphom (B-Zell) 84% (25) KATZENELLENBOGEN et
al., 1999

Non-Hodgkin Lymphom (T-Zell) 0% (4) KATZENELLENBOGEN et
al., 1999

Akute myeloische Leukamie (padiatrisch) 70% (28) EKMEKCI et al., 2004

Akute myeloische Leukamie (adult) 55% (28) EKMEKCI et al., 2004

Akute myeloische Leukamie 28% (160) VOso et al., 2004

Akute lymphatische B-Zell Leuk@mie 35% (99) GUTIERREZ et al., 2003

(padiatrisch)

Akute lymphatische T-Zell Leukdmie 13% (30) GUTIERREZ et al., 2003

(padiatrisch)

Maligne T-Zell Erkrankung 47% (19) NAKATSUKA et al., 2003

Maligne B-Zell Erkrankung 79% (34) NAKATSUKA et al., 2003

Maligne NK-Zell Erkrankung 63% (24) NAKATSUKA et al., 2003

Myelodysplastisches Syndrom 47% (34) Voso et al., 2004

Blastozytom (B-Zell Erkrankung) 67% (36) NG et al., 2001

Nicht-Kleinzelliges Lungenkarzinom 25% (185) Korreliert mit Tumor-stadium,  Kim et al., 2001

Nicht-Kleinzelliges Lungenkarzinom
Nicht-Kleinzelliges Lungenkarzinom
(Stadium 1)

28% (75)
44% (135)

-groRe sowie Beteiligung der

Lymph-knoten

Korreliert mit einer
schlechteren Prognose

YANAGAWA et al., 2003
TANG et al., 2000

Lungenkarzinom 37% (38) TOYOOKA et al., 2003
Magenkarzinom 69% (107) CHAN et al., 2005
Maligne Tumore des Magen 70% (54) LEE et al,, 2002
Mammakarzinom 25% (128) Prognostischer Marker LEVY et al., 2004
Lobuldres Mammakarzinom 53% (19) LEHMANN et al., 2002
Duktales Mammakarzinom 9% (85) LEHMANN et al., 2002
Prostatakarzinom 36% (109) YAMANAKA et al., 2003
Hepatozellulares Karzinom 63% (43) Prognostischer Marker MATSUMOTO et al., 2003
Barett-Karzinom 70% (10) SCHILDHAUS et al., 2005
Tumor des gastro-6sophagealem Ubergang 92% (12) SCHILDHAUS et al., 2005
Adenokarzinom des Osophagus 19% (41) BrRocK et al., 2003
RCC 24% (49) MORRIS et al., 2003
Wilms Tumor 11% (39) MORRIS et al., 2003
0% (31) HARADA et al., 2002

Maligne Tumore des Kopf- und Halsbereichs 18% (95) Korreliert mit Tumor-stadium SANCHEZ-CESPEDES et

und Beteiligung der al., 2000

Lymphknoten
Plattenepithelkarzinom des Kopf- und 24% (80) Korreliert mit der Bildung von =~ HASEGAWA et al., 2002
Halsbereichs Lymphknoten-metastasen
Karzinom des Hals- und Rachenraums 75% (32) WONG et al., 2002
Oberflachlich-wachsendes 29% (55) Korreliert mit Rate der TADA et al.,2002
Harnblsasenkarzinom Neuerkrankungen
Blasenkarzinom 58% (98) CHAN et al.,2002
Leiomyosarkom 22% (45) KAWAGUCHI et al., 2004
Karzinom der Gallenwege 21% (37) Korreliert mit einer TOzZAWA et al., 2004

schlechteren Prognose
Maligner Tumor der Zervix 45% (82) NARAYAN et al., 2003
Maligne Tumore des Dickdarms 55% (122) YAMAGUCHI et al., 2003
Hypophysentumor 34% (32) Korreliert mit Invasivitat SIMPSON et al., 2002
Pankreaskarzinom 2% (45) UEKI et al., 2000
Malignes Lymphom der Schilddrise 84% (19) NAKASTUKA et al.,2000
Malignes Melanom der Haut 19% (86) Korreliert mit Invasivitat HOON et al., 2004

Da die Ergebnisse der DAP-Kinase-mRNA-Expressionsanalyse auf keine generelle Abschaltung der
DAP-Kinase-Expression im RCC hindeuteten, wurde untersucht, ob sich das relative (GAPDH-

normalisierte) DAP-Kinase-Expressionsniveau im Verlauf der Tumorprogression klarzelliger RCC

verdndert. Im Vergleich zwischen 44 Tumorproben des pT1- (n = 23) und pT2-Stadiums (n = 21)

gegeniiber 14 Proben des pT3-Stadiums waren allerdings keine signifikanten Unterschiede erkennbar

(vgl. Abb. 3.1.4.A). Die Stadien pT1 und pT2 wurden dabei zusammengefasst, da diese sich lediglich

in der TumorgroBe voneinander unterscheiden, wihrend Tumore des pT3-Stadiums dadurch
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gekennzeichnet sind, dass sie nicht mehr ausschlieflich auf die Niere begrenzt sind (MOSTOFI &
DAVIS, 1998; THOENES et al., 1986; SOBIN & WITTEKIND, 1997). Interessanterweise war bei dem
Vergleich der DAP-Kinase-Expressionsniveaus aller separaten Tumorstadien eine signifikant
erniedrigte DAP-Kinase-Expression in Tumoren des pT2-Stadiums erkennbar (vgl. Abb. 3.1.4.B).
Unter der Annahme, dass jeder Tumor zunédchst als pT1-Tumor vorliegt und sich iiber das Stadium
pT2 zum pT3-Tumor entwickelt, deutet dieser Befund auf eine temporire Abnahme der DAP-Kinase-
Expression in friilhen Phasen der Tumorprogression hin (pT1 — pT2 Ubergang) mit einer
anschlieBenden Re-Expression in weiter fortgeschrittenen Tumorstadien (pT2 — pT3 Ubergang). Die
Tatsache, dass ein vergleichbares Expressionsmuster im selben Tumorprobenkollektiv fiir das
Survivin-Gen, nicht aber fiir Smac/DIABLO beobachtet worden ist (YAN et al., 2004; MAHOTKA et al.,
2002; personliche Mitteilung von Herrn Jorg Liebmann und Herrn Thomas Krieg), ldsst vermuten,
dass es sich hierbei um einen Gen-spezifischen Effekt handelt. Da DAP-Kinase ein pro-apoptotisches
Protein darstellt, ist eine verstirkte Expression in pT3-Stadien vermutlich mit einer erhoéhten
Apoptosehdufigkeit verbunden. Dies wiirde den Beobachtungen von Todd et al. (1996) entsprechen,
nach denen in RCC fortgeschrittener Stadien eine Zunahme der Apoptosefrequenz festgestellt werden
konnte. Der Befund, dass sich die DAP-Kinase-Expressionsniveaus von Tumoren des pT1-Stadiums
nicht signifikant von denen des pT3-Stadiums unterscheiden, ldsst sich hiermit allerdings nicht

vereinbaren.

4.1.2 DAP-Kinase-mRNA-Expression in klarzelligen und chromophil/papillaren
RCC

Am Beispiel des Mammakarzinoms wird deutlich, dass sich das Ausmall des DAP-Kinase-
Expressionsverlustes bzw. der Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors in verschiedenen
Subtypen eines Tumors drastisch unterscheiden kann. Wihrend das lobuldre Mammakarzinom in 53%
aller Tumore eine Promotor-Hypermethylierung aufweil3t, zeigt das duktale Mammakarzinom dies in
lediglich 9% der untersuchten Tumorproben (LEHMANN et al., 2002). Im Gegensatz dazu zeigte der
Vergleich der DAP-Kinase-Expressionsniveaus zwischen klarzelligen RCC und solchen des
histologisch  chromophil/papilliren Typs keine signifikant-unterschiedlichen = DAP-Kinase-
Expressionswerte (vgl. Abb. 3.1.5). Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden hierbei ausschlielich
Tumorproben des pT1-Stadiums analysiert. Dariiber hinaus ist der prozentuale Anteil an Tumorproben
ohne DAP-Kinase-Expression bei klarzelligen RCC mit 8,6% (5/58) insgesamt dhnlich zu dem der
chromophil/papilliren Tumore mit 8,3% (1/12) und jeweils vergleichbar mit dem Anteil an Proben
ohne DAP-Kinase-Expression im Gesamtprobenkollektiv (6/72; 8,3%). Das Expressionsmuster der
DAP-Kinase in klarzelligen und chromophil/papilldren Subtypen des RCC kann somit als gleichartig

angesehen werden.

4.1.3 Der Methylierungszustand des DAP-Kinase-Promotors im RCC

Der Verlust der DAP-Kinase-Expression ist in den meisten Tumortypen auf eine de novo
Methylierung des DAP-Kinase-Promotors zuriickzufiihren (KISSIL et al., 1997; BIALIK & KIMCHI,
2004). Anhand von zehn reprisentativen RCC-Proben sowie dem jeweils korrespondierendem
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Normalgewebe wurde daher mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) untersucht, ob dies
ebenfalls fiir die in den 8% der analysierten Tumorproben beobachteten Abwesenheit der DAP-
Kinase-Expression verantwortlich ist. Aufgrund von limitierten Probenmaterials konnten in dieser
Analyse lediglich zwei der sechs Tumorproben ohne nachweisbare DAP-Kinase-Expression
beriicksichtigt werden. Weder in diesen, noch in den iibrigen Tumorproben sowie den Proben des
korrespondierenden Normalgewebes konnten dabei methylierte Allele des DAP-Kinase-Promotors
detektiert werden (vgl. Abb. 3.1.6). Die Tatsache, dass in der als Positivkontrolle dienenden Burkitt-
Lymphom-Zelllinie Raji ausschlieBlich methylierte Allele des DAP-Kinase-Promotors amplifiziert
wurden, bestétigt dass diese prinzipiell nachweisbar waren (KATZENELLENBOGEN et al., 1999).
Insgesamt ist das Probenkollektiv zu gering, um DAP-Kinase-Promotor-Methylierungen im RCC
vollstdndig auszuschlieen zu kdnnen. Zusammen mit dem Befund, dass der iiberwiegende Anteil der
analysierten Proben eine Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression zeigt, deuten diese Daten
allerdings daraufhin, dass eine Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors im RCC nicht vorliegt.
Dies entspricht der Annnahme, dass maligne Tumorerkrankungen der Niere generell ein geringeres
Ausmal} an Hypermethylierung aufweisen als beispielsweise Tumore des gastrointestinal Traktes (wie
Osophagus, Magen und Darm) oder Lymphome (ESTELLER, 2002; MEYER et al., 2000). Fiir die 8%
der analysierten Tumorproben ohne nachweisbare DAP-Kinase-Expression deutet die Abwesenheit
von Promotor-Hypermethylierungen (zumindest in den experimentell untersuchten Tumorproben) auf
die Existenz eines alternativen Mechanismus zur Abschaltung der DAP-Kinase-Expression hin, wie es
zum Teil auch fiir das Lungenkarzinom, das Magenkarzinom, malignen Tumoren der Hypophyse oder
das Leiomyosarkom beobachtet worden ist (SATOH et al., 2002; TOYOOKA et al., 2003; SIMPSON et
al., 2002). Neben Hypermethylierung der DNA sind in diesen Tumortypen auch Histon-
Deacetylierungen innerhalb der DAP-Kinase-Promotorregion sowie Allel-Deletionen fiir den Verlust
der Expression verantwortlich. Insgesamt zeigt die Tatsache, dass 92% der untersuchten RCC-Proben
eine DAP-Kinase-Expression aufweisen, dass eine Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression nicht
essentiell fiir die Tumorgenese des humanen RCC zu sein scheint. Der genaue Mechanismus zur

Abschaltung der Expression wurde in der vorliegenden Arbeit daher nicht néher untersucht.

4.1.4 DAP-Kinase-Proteinexpression und -Aktivitat im humanen RCC

Um auszuschlieBen, dass DAP-Kinase auf mRNA-Ebene exprimiert vorliegt, das Protein aufgrund
einer spezifischen Inhibition der Translation aber nicht existiert, wurde die Proteinexpression der
DAP-Kinase im RCC ebenfalls untersucht. Die ,,Western Blot“-Analyse der RCC-Zelllinien zeigte
dabei, dass in 11 der 12 untersuchten Zelllinien eine der DAP-Kinase entsprechenden Bande mit
einem apparenten Molekulargewicht von ca. 160 kDa detektiert werden konnte (vgl. Abb. 3.1.7).
Lediglich die Zelllinie chromophob-1 (auf mRNA Ebene nicht untersucht) lieferte keine vergleichbare
Bande, was einem Anteil von 91,6% (11/12) an DAP-Kinase-exprimierenden Zelllinien entspricht und
sehr gut mit den Ergebnissen der mRNA-Expressionsanalyse libereinstimmt. In allen Proteinextrakten
von sechs zufdllig ausgewihlten primidren RCC konnte zudem eine DAP-Kinase-Expression
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.1.7), was vermuten ldsst, dass die DAP-Kinase-Expression im RCC
nicht auf die mRNA-Ebene beschrinkt ist und auch auf Proteinebene besteht. Interessanterweise
zeigen die ,,Western Blot“-Daten dariiber hinaus, dass im RCC das DAP-Kinase-Protein ein

geringeres apparentes Molekulargewicht besitzt als in HeLa-Zellen. Immunpréizipitationsanalysen
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belegen allerdings, dass es sich bei diesem Protein tatsdchlich um DAP-Kinase handelt (vgl. Abb.
3.1.7). Dies deutet darauf hin, dass im RCC mdglicherweise eine andere Form der DAP-Kinase
exprimiert, bzw. das Protein post-translational modifiziert wird. Vor diesem Hintergrund wurde mit
Hilfe von in vitro ,Kinase-Assays™ die basale Aktivitdt des Proteins in den 11 DAP-Kinase-
exprimierenden RCC-Zelllinien untersucht. Es stellte sich heraus, dass DAP-Kinase in fast allen
Zelllinien im inaktiven Zustand vorliegt. Lediglich in der Zelllinie clearCa-1 konnte eine basale
Aktivitdt detektiert werden (vgl. Abb. 3.1.8). Interessanterweise wird in dieser Zelllinie neben der
Expression selbst die Apoptose-vermittelnde enzymatische Aktivitdt des Proteins toleriert (COHEN et
al., 1997). Dariiber hinaus ist hierdurch ersichtlich, dass die Ursache fiir das differentielle
Molekulargewicht der DAP-Kinase nicht die funktionelle Inaktivierung des Proteins zur Folge hat.

Die Tatsache, dass DAP-Kinase in vitalen Zellen prinzipiell durch einen auf Auto-Phosphorylierung
basierendem Mechanismus inaktiv vorliegt (SOHAT et al., 2001), das Protein in der Zelllinie clearCa-1
aber eine basale Aktivitit zeigt, deutet darauf hin, dass das minimal geringere Molekulargewicht der
DAP-Kinase im RCC moglicherweise auf eine fehlende Auto-Phosphorylierung des Proteins
zuriickzufithren ist. Da allerdings alle Zelllinien vital sind und clearCa-1 beziiglich der basalen
Aktivitdit die Ausnahme bildet, wiirde diese Annahme die Existenz von kompensatorischen
Mechanismen postulieren, die in clearCa-1 (nicht auto-phosphoryliert — aktiv — kompensatorische
Mechanismen — Zellen nicht apoptotisch) auf einer anderen Ebene greifen als in den iibrigen
analysierten Zelllinien (nicht auto-phosphoryliert — kompensatorische Mechanismen — inaktiv —
Zellen nicht apoptotisch). Offensichtlich fiihren diese putativen Mechanismen aber in allen Zelllinien
dazu, dass die Apoptose-induzierende Wirkung der (aktiven) DAP-Kinase unterdriickt wird.
Unabhédngig von derartigen Spekulation zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass die mRNA-
und Protein-Expression der DAP-Kinase im humanen RCC im Gegensatz zu anderen Tumortypen
zum iiberwiegenden Teil (92%) aufrecht erhalten ist und nicht durch Hypermethylierung des DAP-
Kinase-Promotors inaktiviert wird.

Dieser Befund steht im Konflikt mit den Beobachtungen von Morris et al. (2003), die wéhrend des
Zeitraums, in dem die Experimente zur vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden, eine Studie zum
Methylierungszustand des DAP-Kinase-Promotors im humanen RCC verdffentlicht haben. Mit 49
primédren RCC haben Morris et al. ein kleineres Tumorprobenkollektiv analysiert, in dem sie mittels
Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) in 24% der untersuchten Primédrtumore eine
Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors detektieren konnten. Tumorproben des histologisch
klarzelligen Subtyps zeigten dabei mit 19% ein geringeres Ausmall an Promotormethylierung als
Tumore des chromophil/papilliren Typs (43%). Eine Korrelation mit klinisch-pathologischen
Parametern wie Tumorstadium, Differenzierungsgrad des Tumors oder Patientenalter konnte von
Morris et al. nicht festgestellt werden. Des Weiteren konnten sie eine Promotormethylierung in 11%
(4/39) der analysierten Wilm’s Tumore (Nephroblastom) nachweisen. Eine mogliche Ursache fiir die
Diskrepanz mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit kdnnte das limitierte Probenkollektiv (10
Tumor- und 10 Normalgewebeproben) darstellen, welches in dieser Arbeit beziiglich der
Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors analysiert wurde. Andererseits zeigen die Daten der
mRNA-Expressionsanalyse eindeutig, dass eine DAP-Kinase-Expression in dem {iiberwiegenden
Anteil der Tumorproben (92%) stattfindet. Dariiber hinaus belegen immunhistochemische Analysen
sowie RT-PCR-Analysen an durch Laser-Mikrodissektion generierten, homogenen RCC-

Zellansammlungen, dass diese Expression tatsdchlich in den Tumorzellen stattfindet und sich nicht



Diskussion 114

durch ,kontaminierendes” Normalgewebe innerhalb der analysierten Tumorproben ableiten lésst
(WETHKAMP et al., 2006). Harada et al. (2002), die ebenfalls den Methylierungszustand des DAP-
Kinase-Promotors im Wilm’s Tumor analysiert haben, konnten im Gegensatz zu Morris et al. keine
Hypermethylierung nachweisen, was die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzt. Ferner zeigen
jingste Untersuchungen, dass eine de mnovo Methylierungen innerhalb der DAP-Kinase-
Promotorregion, die von Morris et al. (sowie der in der vorliegenden Arbeit) mittels MSP analysiert
wurde, nicht unmittelbar mit einer Abschaltung der Genexpression zusammenhédngen muss (TOYOOKA
et al., 2003). Zudem scheint eine komplette Unterdriickung der Genexpression vom Grad sowie Dichte
der Methylierungen innerhalb von Promtorregionen abzuhéngen, die durch reine MSP-
Untersuchungen nicht beriicksichtigt werden konnen (BAYLIN et al., 1998; ZINGG & JONES, 1997). In
diversen Studien zum Methylierungszustand des DAP-Kinase-Promotors wurden daher zuséitzliche
Methoden wie bspw. die Bisulfit-Sequenzierung der entsprechenden DNA-Bereiche durchgefiihrt
(HOON et al., 2004; TOYOOKA et al., 2003). In jedem Fall ist die Analyse der Expression aber die

einzige Moglichkeit die biologische Relevanz von Promotormethylierungen nachzuweisen.

4.2 Expression der DAP-Kinase in nicht-neoplatischen Lymphozyten

Neben dem RCC als Tumormodell wurde die DAP-Kinase-Expression auch in proliferierenden nicht-
neoplastischen T-Lymphozyten analysiert, um die Expression zwischen entartet- und physiologisch-
proliferierendem Gewebe vergleichen zu kdnnen. Die Analyse ruhender sowie Mitogen-stimulierter T-
Lymphozyten ldsst vermuten, dass die Unterdriickung der DAP-Kinase-Expression neben
Tumorgeweben auch in physiologisch-proliferierenden Zellsystemen von Bedeutung ist. In isolierten
T-Lymphozyten von vier nicht miteinander verwandten Spendern, konnte vor der Stimulation in allen
Féllen eine deutliche DAP-Kinase-mRNA-Expression detektiert werden, die nach Einsetzten der
Zellproliferation hoch signifikant reduziert war (vgl. Abb. 3.1.9). Auch auf Proteinebene konnte dies
bestétigt werden (vgl. Abb. 3.1.10). Dass die mitogene Stimulation tatsichlich die Zellproliferation
einleitete, konnte auf molekularer Ebene anhand der drastischen Zunahme der Survivin-Expression
belegt werden (FUKUDA et al., 2002). Survivin ist ein Mitglied der IAP-Famile, das neben der
Apoptose-Inhibition auch an der Regulation der Proliferation bzw. Zytokinese beteiligt ist
(AMBROSINTI et al., 1997). Survivin wird dabei selbst Zellzyklus-abhidngig exprimiert, wobei die
Expression iiberwiegend auf proliferierendes Embryonalgewebe beschriankt ist (ALTIERI, 2003).
Ausnahmen bilden hierbei, abgesehen von adulten Thymozyten und CD34 -Stammzellen,
proliferiendene T-Lymphozyten, was die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen (FUKUDA et
al., 2002; ALTIERI, 2003). Neben der bereits beschrieben Proliferations-gekoppelten Expression von
Survivin weisen die Daten der vorliegenden Arbeit erstmalig auf eine Proliferations- bzw.
Differenzierungs-gekoppelte Suppression der DAP-Kinase-Expression hin. Die Expression wird
demnach, wie in den (meisten) entartet-proliferierenden Tumorgeweben, auch in physiologisch-
prolifierienden Zellen auf Transkriptebene abgeschaltet. Die Methylierungsanalysen des DAP-Kinase-
Promotors von stimulierten Lymphozyten weisen darauf hin, dass es sich hierbei nicht um einen auf
Promotormethylierung basierenden Mechanismus handelt (vgl. Abb. 3.1.11). Wie auch in den 8% der
RCC-Proben ohne nachweisbare DAP-Kinase-Expression scheinen hier Methylierungs-unabhéngige
Mechanismen zur Abschaltung der Expression vorzuliegen. Die Tatsache, dass in vielen Tumortypen,
wie dem Lungenkarzinom (MONZO et al., 1999) oder dem Mammakarzinom (TANAKA et al., 2000)
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neben dem Verlust der DAP-Kinase-Expression auch eine Re-Expression von Survivin zu beobachten
ist, ldsst vermuten, dass eine reziproke Expression von DAP-Kinase und Survivin (wie in den
ruhenden bzw. proliferierenden Lymphozyten) auch fiir die Expansion/Proliferation von Tumorzellen
von Bedeutung sein konnte. Da sich im RCC, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, das DAP-
Kinase-Expressionsniveau nicht signifikant zwischen frithen und fortgeschrittenen Tumorstadien
unterscheidet und auch die Survivin-Expression nicht signifikant verdndert ist (MAHOTKA et al.,
2002), wurden die Ratios zwischen der Survivin- und DAP-Kinase-Expression im Laufe der
Tumorprogression analysiert. Hierbei stellte sich heraus, dass diese statistisch hoch signifikant
verdandert waren. Im Vergleich zu frilhen Tumorstadien, war das Expressionsniveau von Survivin
relativ zu dem von DAP-Kinase deutlich erhoht, was das Expressionsmuster der prolifierenden
Lymphozyten widerspiegelt (vgl. Abb. 3.1.12). Eine relative Expression der beiden Gene zueinander
scheint im RCC daher potentiell von prognostischer Bedeutung zu sein.

4.3 Die Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression im humanen RCC

Ungeachtet der Diskrepanz zu den Beobachtungen durch Morris et al. (2003) weisen die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit auf eine Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression im RCC hin.
Zusammen mit dem Pankreaskarzinom und dem Nephroblastom bildet es diesbeziiglich eine
Ausnahme gegeniiber den iibrigen bisher analysierten Tumorarten, in denen ein teilweise vollstindige
Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors bzw. Abschaltung der DAP-Kinase-Genexpression
beobachtet werden kann (HARADA et al., 2002; UEKI et al., 2000; vgl. Tab. 4.1). Wie bereits unter 4.1
beschrieben, konnte in lediglich 8% (6/72) der untersuchten RCC dagegen keine DAP-Kinase-
Expression nachgewiesen werden, wobei hierfiir (zumindest in den experimentell untersuchten
Proben) keine Hypermethylierung des DAP-Kinase-Promotors, sondern vermutlich alternative
Mechanismen verantwortlich sind. Dies deutet darauthin, dass im Gegensatz zu anderen Tumorarten
eine Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression nicht essentiell fiir die Tumorgenese des RCC zu sein
scheint. Hierfiir sind verschiedene Griinde denkbar: Zunichst konnte anhand von RCC-Zelllinien
gezeigt werden, dass DAP-Kinase zwar exprimiert wird, das Protein aber weitgehend inaktiv vorliegt
und in einer Zelllinie selbst in aktiver Form nicht ausreichend ist, den Zelltod zu induzieren. Im
Gegensatz zu einer epigenetischen Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression scheint im RCC daher
eine Inaktivierung auf Proteinebene vorzuliegen, welche DAP-Kinase im enzymatisch inaktiven
Zustand hélt bzw. die pro-apoptotisch wirkende Aktivitdt des Proteins durch bisher unbekannte
kompensatorische Mechanismen unterdriickt. Hierdurch unterscheidet sich das RCC letztlich nicht
von anderen Tumoren, lediglich die Stufe der Inaktivierung ist eine andere. Da DAP-Kinase allerdings
ubiquitdr exprimiert wird und unter physiologischen Bedingungen ebenfalls vorwiegend in inaktivem
Zustand vorliegt (COHEN et al., 1997), ist die Bedeutung dieser post-translationellen Inaktivierung fiir
die Tumorgenese des RCC fraglich.

DAP-Kinase wirkt dariiber hinaus als Tumorsuppressor, indem es in frithen Phasen der Tumorbildung
durch die p14**-vermittelte Aktivierung der p53-abhingigen Apoptose die onkogene Transformation
von Zellen unterdriickt (RAVEH et al., 2001). Die p53-abhingige Apoptose ist im RCC allerdings von
untergeordneter Bedeutung, so treten p53-Mutationen in diesem Tumor vergleichsweise selten auf
(Sousst et al., 2000; IARC p53 Database). Wihrend in anderen Tumorarten pS3-Mutationen mit einer
erhohten Radio- und Chemotherapieresistenz assoziiert sind (WALLACE-BRODEUR & LOWE, 1999),
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zeigt das RCC trotz einer geringen p53-Mutationshdufigkeit eine ausgepréigte Resistenz gegeniiber
diesen Therapien (HARTMANN & BOKEMEYER, 1999). In diesem Zusammenhang postulieren Gurova
et al. (2004), dass generell im Nierengewebe ein dominant-negativ-Signalweg existiert, der p53 -
unabhingig von den bisher bekannten Regulatoren wie MDM2 und p14*®* - inhibiert und vermutlich
fiir die Unterdriickung der p53-abhingigen Apoptose verantwortlich ist. Anhand von embryonalen
Rattenfibroblasten konnte gezeigt, dass die DAP-Kinase-vermittelte Suppression der zelluldren
Transformation tatsidchlich durch dominant-negatives p53 inhibiert wird (RAVEH et al., 2001). Es ist
daher denkbar, dass im RCC eine Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression toleriert wird, da der
molekulare Signalweg auf Ebene der p53-vermittelten Apoptose bzw. Aktivierung der DAP-Kinase
unterdriickt ist. Jiingste Analysen zeigen, dass DAP-Kinase selbst ein direktes p53-Zielgen ist und mit
p14**F einen regulatorischen ,,p53-Feedback-Loop* bildet (MARTORIATI et al., 2005), der im Nieren-
gewebe moglicherweise aufgrund des dominant-negativ-Signalweges nicht funktionell ist.

QARF-/- 4ARF) murinen embryonalen

Untersuchungen an p53” bzw. pl (murines Homolog zu pl
Fibroblasten demonstrieren, dass DAP-Kinase auch p53-unabhingige Effekte vermittelt. So zeigen
diese Zellen nach Uberexpression einer aktiven Form des Proteins ein gehduftes Auftreten von
vielkernigen Zellen, was nach Raveh et al. (2001) auf die Unterdriickung der Zytokinese
zuriickzufithren ist. Uber diesen Mechanismus ist DAP-Kinase wahrscheinlich in der Lage die
Apooptose auch pS53-unabhidngig zu fordern, was erkldrt, weshalb ein Verlust der DAP-Kinase-
Expression auch in Tumorarten beobachtet werden kann, die sich durch eine hohe p53-
Mutationshéufigkeit auszeichnen, wie z.B. den malignen Tumoren des Dickdarms, der Lunge oder der
Harnblase (RAVEH et al., 2001; NG 2002; VOGELSTEIN et al., 2000). Hinsichtlich der Tatasache, dass
DAP-Kinase als putativer Inhibitor der Zytokinese fungiert, ist der Befund interessant, dass die
Survivin-Expression relativ zur DAP-Kinase-Expression wihrend der Tumorprogression des RCC
signifikant zunimmt. Survivin stellt einen fundamentalen Regulator der Zytokinese dar (ALTIERI,
2003). Ein ,antisense“-cDNA-vermittelter ,,Knock out” der Survivin-Expression oder die Expression
von dominant-negativ-Mutanten ist bspw. mit letalen Zellteilungsdefekten verbunden, wobei speziell
die Zytokinese nicht vollstindig ablduft. Vielkernige Zellen sind auch hier die Folge (LI et al., 1999).
Da die Ergebnisse aus der DAP-Kinase-Expressionsanalyse der T-Lymphozyten auch auf eine
gegensitzliche Expression bzw. Funktion von DAP-Kinase und Survivin wihrend der
Zellproliferation/Zytokinese hindeuten, wire es denkbar, dass im RCC eine DAP-Kinase-Expression
aufgrund der vergleichsweise starken Survivin-Expression toleriert werden kann. Das Zytokinese-
fordernde Potential von Survivin konnte in diesem Fall ausreichend sein, um das inhibitorische
Potential der DAP-Kinase zu nivellieren, was - zusammen mit dem dominant-negativ-p53-Signalweg -
eine Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression im RCC gewihrleistet. Zukiinftige Experimente
sind hierzu jedoch zweifelsohne notwendig, um die auf Expressionsanalysen basierenden Annahmen
zur funktionellen Beziehung zwischen Survivin und DAP-Kinase wéhrend der Zellproliferation/
Zytokinese genauer herauszustellen.

Letztlich konnte die DAP-Kinase-Expression im Nierenzellkarzinom auch auf eine Gewebe-
spezifische Funktion des Proteins zurlickzufilhren sein. So wird DAP-Kinase in verschiedenen
Geweben wie dem Hippocampus oder der Hirnrinde exprimiert und liegt dort sogar in aktiver Form
vor (SAKAGAMI et al.,, 1997; YAMAMOTO et al., 1999; SCHUMACHER et al., 2002). Durch die
Phosphorylierung von Syntaxin-1A ist DAP-Kinase hier an nicht-apoptotischen Prozessen wie der
Regulation der Neurotransmitter Exozytose beteiligt (TIAN et al., 2003). Unter Beriicksichtigung der
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Multi-Doménenen Struktur des Proteins ist es durchaus denkbar, dass DAP-Kinase in verschiedenen
Prozessen involviert ist und bspw. auch im Nierengewebe eine zur Apoptose-Induktion alternative
Funktion vermittelt. Eine Inaktivierung der Expression wire in diesem Zusammenhang
moglicherweise nicht essentiell fiir die Tumorgenese des RCC. Zudem zeigen DAP-Kinase ,,Knock-
out“-Studien, dass sich auch ein Verlust der Expression Apoptose-fordernd auswirken kann, was
insgesamt auf eine komplexe und vermutlich Zelltyp-abhdngige Funktion und Regulation der DAP-
Kinase hindeutet (JIN & GALLAGHER, 2003).

Zusammenfassend sind also verschiedene Ursachen fiir die Sonderstellung des RCC beziiglich der
Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression vorstellbar, wobei zukiinftig funktionelle Analysen
erforderlich sind diese hypothetischen Annahmen experimentell zu verifizieren. Eine genauere
Kenntnis zur Funktion des Proteins im gesunden Nierengewebe ist dabei vermutlich forderlich. Es ist
nicht auszuschlieBen, dass DAP-Kinase in der Niere eine zur Apoptose alternative Funktion austibt,
wodurch das Protein im RCC keinen Tumorsuppressor darstellt und eine Inaktivierung der DAP-

Kinase-Expression daher nicht essentiell fiir die Tumorgenese des RCC wire.

4.4 Identifizierung von neuen Daxx-SpleiBvarianten -Daxx-f§ und Daxx-y- in
humanen RCC-Zelllinien

Entsprechend den Untersuchungen zur potentiellen Inaktivierung der DAP-Kinase-Expression, wurde
auch der Expressionsstatus von Daxx im humanen RCC zunéchst anhand von 22 verschiedenen RCC-
Zelllinien analysiert. Mittels RT-PCR konnte in 20 der 22 untersuchten Zelllinien das Daxx-Transkript
detektiert werden, was demonstriert, dass Daxx wie DAP-Kinase in der Mehrzahl der RCC-Zelllinien
exprimiert wird (vgl. Abb. 3.2.1). Zudem konnte in den Proben der beiden Zellinien ohne
nachweisbares Daxx-Transkript kontaminierende DNA Préparations-Riickstinde nachgewiesen
werden, so dass die Ergebnisse beziiglich der nicht detektierten Daxx-Expression in diesen beiden
Zelllinien nicht aussagekriftig waren. Neben dem erwarteten Daxx-Transkript traten in nahezu allen
Zelllinien ein bzw. zwei weitere Fragmente auf, die mit Hilfe von DNA-Sequenzierung und einer
NetGene2-Analyse der genomischen Daxx-Sequenz als alternative Spleiiformen von Daxx
identifizierte werden konnten (vgl. Abb. 3.2.3). Sequenzvergleiche zeigten aufBlerdem, dass die
jeweiligen alternativen Spleifidonor- und —akzeptorsequenzen weitgehend mit der entsprechenden von
Mount (1982) und Staden (1984) postulierten Konsensussequenz iibereinstimmen (vgl. Abb. 3.2.4).
Die beiden Daxx-Spleilvarianten wurden darauf hin als Daxx-B und Daxx-y bezeichnet. Die
Verwendung der alternativen Spleildonor und —akzeptorsstellen fiihrt dazu, dass in Daxx-f die
Nukleotide 19 bis 170 von Exon 6 deletiert sind. Bei der Bildung von Daxx-y wird die reguldre
SpleiBdonorstelle am Exon 5/Intron-Ubergang der Daxx-prd-mRNA mit der ,kryptischen® —
Akzeptorstelle innerhalb des Exon 6 verwendet, wodurch die ersten 170 nt von Exon 6 in Daxx-y
vollstiandig deletiert werden.

Neben einer Vielzahl von Proteinen wie bspw. Bcl-X (AKGUL et al., 2004; CHAO & KORSMEYER,
1998), Survivin (MAHOTKA et al., 1999), Smac/DIABLO (FU et al., 2003), CD95 (HUGHES & CRISPE,
1995), FLIP (GOLKS et al., 2005), p53 (GHOSH et al., 2004), TRAIL (KRIEG et al., 2003) oder
Caspase-2, -9 und -10 (COTE et al., 2001; SEOL & BILLIAR, 1999; NG et al., 1999) stellt Daxx somit
einen weiteren Apoptose-relevanten Faktor dar, der auch auf der Ebene des alternativen Spleiflens

reguliert werden kann. Die Tatsache, dass diese Spleilvarianten von Daxx in fritheren
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Expressionsanalysen von Yang et al. (1997) und Kiriakidou et al. (1997) bisher nicht nachgewiesen
wurden, ldsst sich zum Teil dadurch erkldren, dass hierbei vorwiegend ,,Norther Blot“-Analysen
durchgefiihrt wurden. Da Daxx-o eine Transkriptlinge von ca. 2,6 kb besitzt (KIRIAKIDOU et al.,
1997) und sich Daxx-p und Daxx-y diesbeziiglich nur durch die Deletion von 152 bzw. 170 nt von der
a-Form unterscheiden, ist es moglich, dass die verschiedenen Transkripte in den hierbei verwendeten
1,5%-igen Agarosegelen elektrophoretisch nicht voneinander aufgetrennt wurden. Zudem wurden
Sonden verwendet, die dem 3’-Bereichs des Daxx-Transkriptes entsprechen und somit in dem
Sequenzbereich hybridisieren, der in den Daxx-Varianten veridndert ist (YANG et al., 1997).

Da die initiale Analyse der Daxx-Expression anhand der RCC-Zelllinien keine Hinweise auf eine
Inaktivierung von Daxx auf Ebene der Expression lieferte, wurde untersucht, ob Daxx im RCC
moglicherweise durch den Mechanismus des alternativen Spleifiens inaktiviert werden konnte. Diese
Art der Inaktivierung ist in anderen Zelltypen bereits fiir verschiedene pro-apoptotische Faktoren
beschrieben worden wie bspw. CD95, wo das alternative Spleilen zur Bildung verschiedener
Rezeptor-Isoformen fithren kann. So ist im Fall der CD95Exo6Del-Variante aufgrund alternativen
SpleiBens die Transmembrandoméne des Rezeptors deletiert, der auf diese Weise als loslicher,
sogenannter ,,Decoy‘“-Rezeptor wirkt und durch Kompetetion mit dem membrangebundenen Rezeptor
die Apoptose-Induktion inhibiert (CHENG et al., 1994; CASCINO et al., 1995). Bei der Variante
CD95Ex08Del fiihrt das alternatives Spleilen zur Deletion von Exon 8 und zu einer Verschiebung des
Leserahmens, wodurch dieser Variante die ,,Death Domain“ fehlt. CD95Exo08Del unterdriickt
ebenfalls die Apoptose, indem es als dominat-negativ-Form wirkt (CASCINO et al., 1996). Auch das
pro-apoptotische Potential von Caspasen kann durch den Mechanismus des alternativen Spleiflen
reprimiert werden, wie am Beispiel von Caspase-2 und-9 beobachtet werden konnte (WANG et al.,
1994; JIANG et al., 1998; SEOL & BILLIAR, 1999). Um zu untersuchen, ob im RCC eine vergleichbare
Form der Inaktivierung fiir Daxx-a vorliegen konnte, wurden die Spleivarianten Daxx-f und Daxx-y

strukturell und funktionell hinsichtlich einer potentiellen dominat-negantiv-Form charakterisiert.

4.5 Strukturelle Charakterisierung von Daxx-p und Daxx-y

Das alternative Spleilen von Daxx-B und Daxx-y fiihrt in beiden Varianten zu einer identischen
Verschiebung des Leserahmens in den restlichen Teilen von Exon 6 bzw. in Exon 7. Hierdurch wird
ein alternatives Stop-Kodon generiert, so dass Exon 7 in Daxx-f und Daxx-y um 4 nt verkiirzt ist (vgl.
Abb. 3.2.5). Auf Proteinebene resultiert dies in einer verdnderten Aminosduresequenz ab der
Aminosdureposition 647 (Daxx-y) bzw. 653 (Daxx-8), welches in beiden Varianten zur Bildung eines
neuen Carboxyterminus fithrt (vgl. Abb. 3.2.6). Daxx-p ist mit insgesamt 688 Aminosdureresten um
52 Aminoséuren verkiirzt gegeniiber der Hauptform Daxx-a. Daxx-y stellt mit 682 Aminosduren die
kleinste der drei Isoformen dar und unterscheidet sich zu Daxx-f lediglich darin, dass die
Aminosdurereste 647-653 von Daxx-f (bzw. Daxx-a) deletiert sind. Eine Sekundirstrukturanalyse
nach dem Algorithmus von Chou und Fasman (CHOU & FASMAN, 1978) zeigt allerdings, dass trotz der
hohen Sequenzéhnlichkeit zwischen Daxx- und Daxx-y Unterschiede beziiglich der Ausbildung von
B—Faltblattstrukturen wahrscheinlich sind (vgl. Abb. 7.1; Anhang), was wiederum unterschiedliche
Proteinfaltungen von Daxx-f und Daxx-y zur Folge haben konnte. Aufgrund der reduzierten Anzahl
an Aminosduren besitzen Daxx-B mit ca. 76,3 kDa und Daxx-y mit ca. 75,6 kDa ein geringeres

Molekulargewicht als Daxx-o (81,4 kDa) und weisen ebenfalls Unterschiede in biochemischen
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Parametern wie dem Isoelektrischen Punkt bzw. dem Extinktionskoeffizienten auf (vgl. Tab. 3.2.1).
Immunprézipitations- und ,,Western Blot“-Analysen von GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-- bzw. GFP-
Daxx-y-iiberexprimierenden HepG2-Zellen zeigen, dass sich die unterschiedlichen Molekulargewichte
der Daxx-Varianten auch in einem differentiellen elektrophoretischem Migrationsverhalten
widerspiegeln. Aufgrund des relativ hohen Anteils an sauren Aminoséuren (Aminosduren 435-485),
der in den Spleilvarianten konserviert ist, weisen Daxx-a, Daxx-f und Daxx-y ein irregulires
elektrophoretisches Laufverhalten auf, wodurch Daxx-a bspw. ein apparentes Molekulargewicht von
120 kDa besitzt und nicht als 80 kDa-Protein detektiert wird (KIRIAKIDOU et al., 1997). Durch die
Fusion mit dem 27 kDa-Protein GFP fiihrt dies fir GFP-Daxx-o somit zu einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 150 kDa. GFP-Daxx-f und —Daxx-y zeigen gemill dem geringen
Molekulargewichtsunterschied ein entsprechend verringertes apparentes Molekulargewicht (vgl. Abb.

3.2.9).
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Abb. 4.1: schematische Darstellung der Daxx-Varianten hinsichtlich der Bindungsregion verschiedener
Interaktionspartner. Die gestrichelte Linie begrenzt die in den Daxx-Varianten konservierte Proteinregion. Die
unterschiedlichen C-Termini von Daxx- bzw. Daxx-y sind hervorgehoben. Die untere Skala stellt die Aminosaureabfolge dar.

Neben einer putativen N6-Methylase-Signatur und diversen potentiellen Casein Kinase II- bzw.
Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen ist im neuen C-Terminus von Daxx-B und Daxx-y ein
potentielles IAP-Bindungs Motiv (IBM) lokalisiert, das stark homolog zu dem IBM-Motiv der Serin
Protease Omi/HtrA2 ist (vgl. Abb. 3.2.7/8). Dies deutet auf eine mogliche pro-apoptotische Funktion
von Daxx-P und Daxx-y hin, indem sie - vergleichbar mit Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 - Proteine
der IAP-Familie binden und deren Funktion als Apoptoseinhibitoren neutralisieren (SALVESEN &
DUCKETT, 2002). Fiir eine biologische Aktivitdt des IBM-Motivs sollte dieses allerdings N-terminal
exponiert sein bzw. durch eine Prozessierung N-terminal frei gesetzt werden (VERHAGEN et al., 2000;
WU et al., 2000; SUZUKI et al., 2001). Erste in silico Analysen der Primdrsequenzen weisen aber
weder auf die Existenz von Erkennungssequenzen bekannter zelluldrer Proteasen noch auf eine
Signalsequenz hin, dessen Abspaltung bzw. Prozessierung die N-terminale Freisetzung des IBM-
Motivs in Daxx-f und Daxx-y zur Folge hitte (vgl. Abb. 7.2; Anhang). Welche biologische Relevanz
das IBM-Sequenzmotiv in Daxx-f und Daxx-y besitzt, werden zukiinftige Experimente daher zeigen

miissen.
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4.6 Funktionelle Charakterisierung von Daxx-p und Daxx-y

Auf Molekiilebene hat die verdnderte Aminosduresequenz in Daxx-f§ und Daxx-y die Trunkierung
bzw. Modifikation des regulatorischen C-Terminus von Daxx zur Konsequenz, der fiir die Interaktion
mit einer Vielzahl an Proteinen verantwortlich ist (vgl. Abb. 4.1; vgl. Tab. 7.1, Anhang). Der Bereich
von Aminosdure 625 bis 661 bzw. 740 ist bspw. essentiell fiir die Bindung an CD95, PML (hier 625-
661) oder HSP27 (YANG et al., 1997; ISHOV et al., 1999; CHARETTE et al., 2000) und in den neuen
Daxx-Spleiflvarianten lediglich bis Aminosdure 647 (Daxx-y) bzw. 653 (Daxx-f) erhalten. Fiir die
Bindung an p53 sind C-terminal die Reste 667-740 verantwortlich (KIM et al., 2003), die in den
Varianten vollstindig deletiert sind, so dass Unterschiede zwischen Daxx-o und Daxx-f bzw. Daxx-y
beziiglich ihrer Fahigkeit mit den verschiedenen Proteinen zu interagieren zu postulieren sind. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde dies zusammen mit den damit verbundenen funktionellen
Konsequenzen insbesondere hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation der Daxx-Varianten und ihrer
Beteiligung an der CD95-abhingigen Apoptose und der p53-abhéngigen Transkription und —Apoptose

analysiert.

4.6.1 Die subzellulare Lokalisation von Daxx-f und Daxx-y

Obwohl Daxx-a urspriinglich als Interaktionspartner des transmembrandren Todesrezeptor CD95
identifiziert wurde, ist das Protein, wie das Vorkommen von zwei NLS Sequenzen vermuten lésst,
vorwiegend im Kern lokalisiert (YANG et al., 1997; ISHOV et al., 1999; HOLLENBACH et al., 1999;
PLUTA et al., 1998). Die beiden NLS befinden sich an Aminosaurepositionen 389-394 und 628-634
(KIRIAKIDOU et al., 1997) und sind somit in den Daxx-Spleivarianten erhalten, was auf eine ebenfalls
nukledre Lokalisation von Daxx-p und Daxx-y hindeutet. Das Ergebnis einer PSORT II-Analyse
lieferte zudem mit 69,6% fiir alle drei Daxx-Isoformen eine identische Wahrscheinlichkeit im Zellkern
vorzuliegen (vgl. Tab. 3.2.2). Die Uberexpression der GFP-fusionierten Daxx-Varianten in HeLa-
Zellen bestdtigte diese Vorhersage. Hierbei waren sowohl GFP-Daxx-a, wie auch -Daxx-f und —
Daxx-y ausschliefSlich im Kern lokalisiert. Da nach Transfektion des korrespondierenden Leervektors
ein transzellulidres Verteilungsmuster von GFP in der Zelle beobachtet wurde, kann ausgeschlossen
werden, dass die GFP-Fusion fir die nukledre Lokalisation der einzelnen Daxx-Varianten
verantwortlich war (vgl. Abb. 3.2.10). Abgesehen von der generell nukledren Lokalisation zeigten
Daxx-f und Daxx-y im Vergleich zu Daxx-a Unterschiede beziiglich der subnukledren Verteilung.
Wahrend Daxx-o vornehmlich in kleinen distinkten ,,Spots* lokalisierte, akkumulierten Daxx-f3 und
Daxx-y iiberwiegend in groBflichigen ,Plaque“-dhnlichen Strukturen. Die Ausbildung kleiner
distinkter ,,Spots“ war sowohl in Daxx-B- als auch in Daxx-y-iiberexprimierender Zellen deutlich
unterreprisentiert (vgl. Abb. 3.2.10). Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie nach Uberexpression
von GFP-Daxx-a und der immunzytochemischen Markierung des endogenen PML, konnten die Daxx-
a-enthaltenen distinkten ,,Spots* in der Mehrzahl als PML-oncogenic Domains (PODs) identifizierten
werden, in denen Daxx-a (iiber die C-terminalen Aminosduren 625-661) mit PML ko-lokalisiert
(IsHOV et al., 1999; LI et al., 2000; ZHONG et al., 2000; vgl. Abb. 3.2.11). Im Gegensatz dazu konnten
in den entsprechenden Analysen nach Uberexpression von GFP-Daxx-B und GFP-Daxx-y deutlich
weniger ,,Spots* identifiziert werden, in denen Daxx-B bzw. Daxx-y mit PML ko-lokalisierte. Der

iiberwiegende Anteil von Daxx-f und Daxx-y lag hier in den ,,Plaque“-dhnlichen Strukturen vor (vgl.
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Abb. 3.2.11 und Abb. 3.2.12). Die quantitative Auswertung zeigte, dass die Anzahl der PODs (per
Def.: PML-enthaltene ,,Spots*; ISHOV et al., 1999) in den einzelnen Daxx-a-, Daxx-f- bzw -Daxx-y
iiberexprimierenden Zellen dabei anndhernd identisch war. Dies weist darauf hin, dass die POD-
Bildung durch die Daxx-Varianten nicht beeinflusst wird (vgl. Abb. 3.2.12.A). Im Vergleich zu Daxx-
a war der prozentuale Anteil an Ko-Lokalisationen zwischen Daxx-f§ und PML bzw. Daxx-y und PML
deutlich verringert (vgl. Abb. 3.2.12.B). Beziiglich der von Ishov et al. (1999) identifizierten PML-
Interaktionsdoméne sind in Daxx-p 8 der 36 essentiellen Aminosduren (22%) und in Daxx-y 14 (38%)
deletiert. Diese Trunkierung/Modifikation des C-Terminus scheint eine verringerte Bindungsaffinitit
fiir PML zur Folge zu haben, so dass Daxx-f und Daxx-y im Vergleich mit Daxx-o zu einem
geringeren Ausmal} von PML in die PODs rekrutiert werden. Wenngleich drastisch reduziert, so ist die
Interaktion mit PML aber nicht vollstindig unterbunden, wie auch mittels Ko-
Immunprézipititationsanalysen bestétigt werden konnte (vgl. Abb. 3.2.13).

Die groBfldchigeren ,,Plaques®, in denen Daxx-f und Daxx-y iliberwiegend lokalisieren &hneln dem
Verteilungsmuster, das Ishov et al. (1999) fiir Daxx-a in PML-defizienten Zellen beobachten konnten.
In diesen Strukturen, die als Bereiche von Heterochromatin identifiziert wurden, akkumulierte Daxx-o.
alternativ in Abwesenheit von PML. Eine Re-Expression von PML hatte dementsprechend eine Re-
Lokalisation von Daxx-a in die PODs zur Folge (ISHOV et al., 1999). Neuere Untersuchungen zeigen,
dass die duale subnukleédre Lokalisation von Daxx zudem Zellzyklus-abhingig ist, wobei es in der G1-
Phase in den PODs akkumuliert, wiahrend der spidten S-Phase am Heterochromatin assozziert und
anschliefend in der G2-Phase zuriick in die PODs rekrutiert wird (ISHOV et al., 2004). Dies erklart,
weshalb die ,,Plaque“-dhnlichen Strukturen zum Teil auch in Daxx-a-iiberexprimierenden Zellen zu
finden waren (vgl. Abb. 3.2.11). Insgesamt deutet dies darauthin, dass es sich bei den Daxx-B- und
Daxx-y-,,Plaques” ebenfalls um Bereiche von Heterochromatin handeln konnte, in denen die
SpleiBvarianten, infolge der reduzierten Bindungsaffinitit gegeniiber PML, haufiger lokalisieren als in
den PODs. Zukiinftig wire es interessant zu analysieren, in wie weit eine Zellzyklus-abhédngige
Lokalisationséinderung auch fiir die Spleilvarianten vorliegt, oder ob der iiberwiegenden Anteil von
Daxx-fp und Daxx-y aufgrund der verminderten PML-Bindungsaffinitit konstitutiv am
Heterochromatin assoziiert bleibt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass alle drei Daxx-Isoformen nukledre Proteine darstellen,
die sich aber aufgrund der unterschiedlichen Bindungsaffinitit zu PML hinsichtlich der subnukledren
Lokalisation unterscheiden. Wihrend Daxx-o durch die starke Interaktion mit PML vornehmlich in
den PODs vorliegt, akkumulieren Daxx-f und Daxx-y dagegen verstérkt in alternativen Strukturen, die
Bereiche des Heterochromatins darstellen konnten.

4.6.2 Die Bedeutung der Daxx-Varianten fiir die CD95-abhangige Apoptose

Verschiedene Hinweise deuten darauf hin, dass Daxx als Verstiarker der CD95-abhédngigen Apoptose
fungiert. So bindet Daxx nach Aktivierung von CD95 an die Todesdoméne des Rezeptors und fordert
durch die Aktivierung von ASK1 die JNK-vermittelte Apoptose (YANG et al., 1997; CHANG et al.,
1998). Andererseits scheint nukledres Daxx die CD95-abhidngige Apoptose JNK-unabhéngig von den
PODs aus zu verstirken, wobei keine direkte Interaktion zwischen Daxx und dem CD95-Rezeptor
erfolgt (TORII et al., 1999). Da ebenfalls Beobachtungen gemacht wurden, die auf keine Apoptose-
verstdrkende Funktion von Daxx schlieBen lassen, wird die Rolle von Daxx als pro-apoptotischer
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Faktor in der CD95-abhéngigen Apoptose insgesamt kontrovers diskutiert (VILLUNGER et al., 2000;
CHEN & CHEN; 2003). Konsistent bei allen Beobachtungen, die fiir eine Involvierung von Daxx
sprechen, ist allerdings die Bedeutung des C-Terminus (Aminosduren 625-740), {iber den Daxx mit
der Todesdomidne von CD95 interagiert (YANG et al., 1997) und der die Apoptose-fordernde Wirkung
von nukledrem Daxx vermittelt. So hatte die Deletion dieser Doméine die Unterdriickung des pro-
apoptotischen Potentials von nukledrem Daxx zur Folge und war mit einer De-Lokalisation von Daxx
aus den PODs verbunden (TORII et al., 1999). Die Tatsachen, dass die Daxx-Spleiflvarianten eine
trunkierte CD95-Interaktionsdoméne aufweisen (vgl. Abb. 4.1) und {iberwiegend auB3erhalb der PODs
lokalisieren, lassen vermuten, dass sich Daxx-B und Daxx-y beziiglich der Fahigkeit die CD95-
Apoptose zu verstirken gegeniiber Daxx-a unterscheiden konnten.

Der Einfluss der Daxx-Varianten auf die CD95-abhangige Apoptose in HEK293-Zellen

Um die Funktion der Daxx-Varianten in der CD95-Apoptose zu analysieren, wurden in HEK293-
Zellen Ko-Expressionen der einzelnen HA-fusionierten Daxx-Varianten mit dem CD95-Rezeptor
durchgefiihrt. Die Uberexpression des CD95-Rezeptors fiihrt dabei zur Akkumulation verschiedener
Rezeptormolekiile, welches die Multimerisierung ihrer Todesdoménen, zur Folge hat und ebenfalls die
Apoptosekaskade auslost (BOLDIN et al., 1995a). Das Ausmal3 der CD95-abhéngigen Apoptose wurde
hierbei mittels durchfluzytometrischer Detektion des Anteils an Annexin V/7-AAD-positiver Zellen
bestimmt. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Yang et al. (1997) konnte durch die Ko-
Expression von Daxx-a in HEK293-Zellen keine Verstirkung der CD95-abhingigen Apoptose
festgestellt werden. Sowohl die Ko-Expression von CD95 und HA-Daxx-a als auch die Ko-Expression
von CD95 mit dem korrespondierenden HA-Leervektor resultierten in einer durchschnittlichen
Apoptosehdufigkeit von ca. 10%. Die Apoptosehiufigkeiten nach Ko-Expression von CD95 und HA-
fusioniertem Daxx-3 bzw. -Daxx-y lagen ebenfalls bei ca. 10% (vgl. Abb. 3.2.16.C). Eine zusétzliche
Stimulierung des jeweils iiberexprimierten CD95-Rezeptors mit der hohen Dosis von 2 pg/ml des
CD95-agonistischen Antikorpers CHI11 hatte zwar in allen Transfektionsversuchen eine deutliche
Erhohung der durchschnittlichen Apoptosehdufigkeit zur Folge, allerdings zeigte auch hier im
Vergleich zur Kontrolle weder die Uberexpression von Daxx-a noch die der Spleifivarianten Daxx-p
und Daxx-y einen Effekt auf das Apoptoseausmall, das in allen Experimenten bei ca. 45% lag.
»Western Blot“-Analysen bestdtigen zusitzlich den zugrunde liegenden Apoptoseproze3, da nach
allen Ko-Expressionen von CD95 mit den einzelnen Daxx-Varianten (sowie ASK1 zur Verstdrkung
des Apoptosestimulus) eine Spaltung des Caspase-Substrates PARP nachweisbar war (vgl. Abb.
3.2.17.A). Diese konnte nach alleiniger Uberexpression von Daxx-o bzw. Daxx-B oder Daxx-y nicht
detektiert werden, was die Ergebnisse fritherer Beobachtungen bestitigt, wonach Daxx-a per se nicht
in der Lage ist, die Apoptose auszulosen (YANG et al., 1999; TORII et al., 1999). Wie die Daten zeigen,
ist die Uberexpression von Daxx-B bzw. Daxx-y ebenfalls nicht ausreichend Apoptose auszuldsen
(vgl. Abb. 3.2.17.B). Die Tatsache, dass die Apoptosehdufigkeit durch zusitzliche Stimulierung des
Rezeptors gesteigert werden konnte demonstriert, dass das Ausbleiben des Daxx-a-vermittelten
Verstarkungseffektes nicht auf eine ,,Apoptose-Sattigung™ durch eine Limitierung von intrazelluldren
Komponenten der Signalkaskade zuriickzufithren war. Da der Daxx vermittelte Anteil der CD95-
Apoptose im Gegensatz zum FADD/Caspase-8-vermittelten zeitlich verzogert verlauft (CHARETTE et
al., 2000; CHANG et al., 1999), wurde die Apoptosehdufigkeit auch zu spiteren Zeitpunkten bestimmt.
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Hierbei konnte allerdings ebenfalls keine Anderung des ApoptoseausmaBes durch die Daxx-a-, Daxx-
B- bzw. Daxx-y-Ko-Expression detektiert werden (Daten nicht gezeigt), so dass diese Ergebnisse
insgesamt darauf hindeuten, dass weder Daxx-a noch Daxx-f und Daxx-y an der CD95-abhingigen
Apoptose in HEK293-Zellen beteiligt ist.

Die Auswirkungen der Daxx-Varianten auf die CD95-abhéngige Apoptose im RCC

Um Zelltyp-spezifische Ursachen fiir das Ausbleiben einer Daxx-vermittelte Verstirkung der CD95-
Apoptose auszuschlieBen, wurde der Einfluss der Daxx-Varianten-Uberexpression auf die CD95-
Apoptose erginzend in den RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 untersucht. ClearCa-6 ist dadurch
charakterisiert, dass sie sensitiv gegeniiber der CD95-abhéngigen Apoptose ist, wiahrend die Zelllinie
clearCa-2 weitgehend resistent ist (GERHARZ et al., 1999). Die Fragestellung war, ob die
Uberexpression von Daxx-a zu einer weiteren Sensitivierung von clearCa-6 fiihrt bzw. ausreichend ist,
um clearCa-2 gegeniiber der CD95-Apoptose zu senstivieren und wie die Auswirkungen der
Uberexpression von Daxx-f und Daxx-y auf die CD95-abhéingige Apoptose ist. Mit Hilfe retroviraler
Transduktion wurden hierfiir zunéchst stabile GFP-, GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-B- bzw. GFP-Daxx-y-
iiberexprimierende clearCa-2- und clearCa-6-Zelllinien hergestellt. ,,Western Blot“- und
durchfluBzytometrische Analysen der transduzierten Zelllinien bestitigten die Uberexpression der
entsprechenden Proteine und zeigten, dass die Zelllinien bis zu 95% transduziert waren (vgl. Abb.
3.2.19).

Vergleichbar zu den Ergebnissen, die mit den HEK293-Zellen erhalten wurden, vermittelte auch in der
Zelllinie clearCa-6 weder die Uberexpression von GFP-Daxx-o noch die der GFP-fusionierten
Varianten Daxx-B und Daxx-y einen CD95-Apoptose-verstirkenden Effekt. Nach CD95-Stimulation
durch die Behandlung mit jeweils 500 ng/ml CH11 konnten zwischen der GFP-, der GFP-Daxx-a- und
der GFP-Daxx-B- bzw. GFP-Daxx-y-liberexprimierenden Zelllinien im zeitlichen Verlauf {iiber
6 Stunden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zelltodkinetik detektiert werden (vgl.
Abb. 3.2.20.A+B). ClearCa-6-GFP, clearCa-6-GFP-Daxx-a, clearCa-6-GFP-Daxx-p und clearCa-6-
GFP-Daxx-y reagierten gleichermallen sensitiv auf die Behandlung mit CH11 und zeigten nach 6-
stiindiger CH11-Inkubation jeweils eine Zellzahlreduktion auf ca. 30% (vgl. Abb. 3.2.20.A). ,,Western
Blot“-Analysen demonstrieren, dass es sich bei dem Zelltod erwartungsgemill um Apoptose handelte.
In allen mit CH11 behandelten Zelllinien war nach 3 und 6 Stunden Inkubation eine Spaltung der
Caspasen-8 und -9 zu verzeichnen, wobei das Ausmal3 der Spaltung nach 6-stiindiger Inkubation
jeweils entsprechend hoher war (vgl. Abb. 3.2.21). Die Tatsache, dass sich das AusmaB} der Caspase-
Spaltung zwischen clearCa-6-GFP, clearCa-6-GFP-Daxx-a, -Daxx-p und —Daxx-y nicht unterschied,
unterstiitzt die Ergebnisse aus der Analyse der Zelltodkinetik. Das sowohl Caspase-8 als auch
Caspase-9 aktiviert wurde zeigt, dass wihrend der Apoptose in allen vier Zelllinien sowohl der
extrinische als auch intrinische, Mitochondrien-abhéngige Signalweg beteiligt ist und 1ésst vermuten,
dass die Signaltransduktion der Apoptose in allen Zelllinien insgesamt iiber die gleichen Faktoren
verlauft.

Nach fritheren Beobachtungen vestirkt Daxx die CD95-abhingige Apoptose iiberwiegend Caspase-8-
unabhéngig durch die Aktivierung des ASK1/JNK-Signalweges (YANG et al., 1997; CHARETTE et al.,
2000). Es wurde daher untersucht, ob sich die Uberexpression der Daxx-Varianten unter Caspase-8-
Inhibition stiarker bzw. differentiell auf die CD95-abhéngige Apoptose auswirkt. Abgesehen von einer
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gewissen Tendenz, wonach in der GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden Zelllinie sowohl nach 2 als auch
nach 6 Stunden Inkubation mit CH11 die geringste Uberlebensrate zu verzeichnen war, konnten auch
in Anwesenheit des Casapse-8-Inhibitors Z-IETD-Fmk keine signifikanten Unterschiede in der
resultierenden Uberlebendzellzahl zwischen den Zelllinien clearCa-6-GFP, clearCa-6-GFP-Daxx-a,
-Daxx-f und —Daxx-y detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.20.C). Die Tatsache, dass die relative
Lebendzellzahl nach 6-stiindiger Behandlung lediglich auf einen durchschnittlichen Wert von ca. 80%
gesunken ist verdeutlicht den Caspase-8-abhéingigen Anteil der CD95-Apoptose. Nur 20% der CD95-
abhingigen Apoptose verlaufen demnach iiber einen alternativen Weg. Da die Uberexpression von
GFP-Daxx-o bzw. GFP-Daxx-p und —Daxx-y auch unter Caspase-8-Inhibition keine Verstirkung der
CD95-Apoptose zur Folge hat, ist der Daxx-abhingige Signalweg hierfiir wahrscheinlich nicht
verantwortlich.

Um auszuschlieBen, dass die Behandlung mit 500 ng/ml CH11 einen ,,Séttigungsbereich* der CD95-
Apoptose darstellte, weshalb ein Daxx-vermittelter Verstirkungseffekt der Apoptose nicht
nachweisbar war, wurden die Auswirkungen von verschiedenen, geringeren CH11-Konzentrationen
auf die Lebendzellzahl von clearCa-6-GFP und clearCa-6-GFP-Daxx-o ermittelt. Allerdings konnten
hierbei ebenfalls keine signifikanten Unterschiede detektiert werden, so dass eine ,,Apoptoseséttigung®
als Ursache auszuschlieBen war (vgl. Abb. 3.2.23). Die Uberexpression der GFP-fusionierten Daxx-
Varianten hatte dariiber hinaus keine Auswirkung auf die CD95-Resistenz von clearCa-2. Selbst die
Behandlung mit 1pg/ml CH11 hatte lediglich eine 10%-ige Reduktion der Lebendzellzahl zur Folge,
wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen der GFP-, der GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-8 und
GFP-Daxx-y-liberexprimierenden Zelllinie zu verzeichnen waren (vgl. Abb. 3.2.24).

Die Tatsache, dass in allen stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien nach 6-stiindiger CH11-
Behandlung eine deutliche JNK-Aktivierung nachweisbar war zeigt, dass keine Beeintrachtigung der
ASK1/INK-Signaltransduktion fiir die Insuffizienz von Daxx, als Verstérker der CD95-Apoptose zu
fungieren, verantwortlich war (vgl. Abb. 3.2.22). Diese Daten belegen somit insgesamt, dass Daxx-a
und die Daxx-Varianten neben der Zelllinie HEK293 auch in den beiden RCC-Zelllinien clearCa-2
und clearCa-6 nicht in der CD95-abhiingigen Apoptose involviert sind. In Ubereinstimmung damit
konnte durch Ko-Immupréizipitationsanalysen zudem keine Interaktion zwischen dem CD95-Rezeptor
und Daxx-a nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.2.18). Dies steht im Widerspruch zu den
Beobachtungen von Yang et al. (1997), Chang et al. (1999) bzw. Charette et al. (2000), wonach Daxx
als Verstiarker der CD95-Apoptose fungiert und direkt mit der Todesdoméne des Rezeptors interagiert.
Da der Grofiteil dieser Untersuchungen ebenfalls anhand von HEK293-Zellen durchgefiihrt wurde,
sind Zelltyp-spezifische Effekte als Ursachen fiir diese Diskrepanz unwahrscheinlich. Von Bedeutung
ist aber, dass in vielen Uberexpressions-Untersuchungen zur Funktion von Daxx nicht das humane
Daxx sondern, das murine Homolog verwendet wurde, dessen Genprodukt lediglich eine 72%-ige
Identitdt mit der Aminosduresequenz des humanen Daxx aufweist (KIRTAKIDOU et al., 1997; YANG et
al., 1997; PLUTA et al., 1998). Beispielsweise haben Yang et al. (1997) zwar eine Interaktion zwischen
murinem Daxx und der Todesdoméne des CD95-Rezeptor gezeigt, eine direkte Bindung zwischen
Vollldngen CD95 und dem humanen Daxx konnte wie in der vorliegenden Arbeit aber auch von Torii
et al. (1999) und Hollenbach et al. (1999) dagegen nicht nachgewiesen werden. Wahrend Torii et al.
(1999) abgesehen davon durchaus eine CD95-Apoptose-verstarkende Funktion von humanem Daxx
beobachten konnten, war nach Hollenbach et al. (1999) keine Beteiligung von humanem Daxx hierbei

nachweisbar. Auch fiir Lymphoidzellen konnte dies bestdtigt werden, in denen Daxx weder eine
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Aktivierung der JNK noch eine Verstarkung der CD95-abhéngigen Apoptose vermittelte (VILLUNGER
et al., 2000). Unabhingige Untersuchungen belegen zudem, dass eine siRNA-vermittelte
Unterdriickung der endogenen Daxx-Expression mit eine Sensitivierung gegeniiber der CD95- und
Stress-induzierten Apoptose sowie mit einer Erhohung des basalen Apoptoseausmalles verbunden sein
kann (CHEN & CHEN, 2003; MICHAELSON & LEDER, 2003). Dies spricht gegen eine pro-apoptotische
Funktion von Daxx, was durch die Daten der vorliegenden Arbeit unterstiitzt wird. Der Phinotyp der
Daxx-,,Knock out“-Maus weist ebenfalls auf eine anti-apoptotische Funktion von Daxx hin. Der
Verlust des Daxx-Gens ist embryonal letal, charakterisiert durch ,,globale” Apoptose im kompletten
Embryo (MICHAELSON et al., 1999; ISHOV et al., 2004) und ist nicht, wie fiir den Verlust eine pro-
apoptotischen Gens zu vermuten ware, mit einer Hyperproliferationsstorung assoziiert, wie dies bspw.
fiir CD95-, FADD- bzw. Caspase-8-defiziente Mause zu beobachten ist. (YEH et al., 1998; ZHANG et
al., 1998; VARFOLOMEEV et al., 1998; ADACHI et al., 1995; ADACHI et al., 1996). Die genetische
Deletion von FADD ist zwar auch embryonal letal, allerdings durch eine drastische Akkumulation von
Erythrozyten und kardiologischen Defekten gekennzeichnet, was vermutlich auf eine verminderte
Apoptosefrequenz zuriick zufiithren ist (YEH et al., 1998; ZHANG et al., 1998). Caspase-8- bzw.
FADD-defiziente Zellen sind im Ubrigen resistent gegeniiber der CD95-abhiingigen Apoptose, was
ebenfalls fiir eine untergeordnete Rolle der Daxx-abhidngigen CD95-Apoptose spricht (JUO et al.,
1998; ZHANG et al., 1998). Ein Teil der widerspriichlichen Beobachtungen beziiglich der Funktion von
Daxx als Verstiarker der CD95-Apoptose zu fungieren ldsst sich durch die Tatsache erkldren, dass
Daxx durch die Faktoren Flip;, und HSP27 inhibiert wird (K1M et al., 2003; CHARETTE et al., 2000).
Zelltyp-abhéngig variierende Expressionsniveaus dieser beiden Proteine konnten demnach fiir die
Inhibition von Daxx in verschiedenen Zelltypen verantwortlich sein. ,,Western Blot“-Analysen der
GFP- bzw. GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 zeigen bspw.
eine deutliche Expression dieser Faktoren (vgl. Abb. 3.2.24.B). Inwieweit dies fiir den ausbleibenden
Effekt der Daxx-a- bzw. Daxx-B- und Daxx-y-Uberexpression auf die CD95-Apoptose verantwortlich
ist, miissen zukiinftige Untersuchungen zeigen, in denen équivalente Experimente bspw. unter siRNA-
vermittelter Suppression der HSP27- bzw. FLIP-Expression durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend ldsst sich die Diskrepanz der Daten aus der vorliegenden Arbeit mit fritheren
Beobachtungen, die auf eine CD95-Apoptose-verstirkende Funktion von Daxx hindeuten nicht
zufriedenstellend kldren. Festzustellen bleibt allerdings, dass in der Literatur ebenfalls stichhaltige
Hinweise existieren, die gegen eine pro-apoptotischen Funktion von Daxx sprechen, was durch die im

Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse unterstiitzt wird.

4.6.3 Die Bedeutung der Daxx-Varianten fur die p53-abhangige Transkription

Daxx ist auch ein Regulator der Transkription, indem es mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie
bspw. ETS1, Smad4, diversen Faktoren der Pax-Familie sowie p53 interagiert und deren Aktivitdt
moduliert (KIM et al., 2003; ZHAO et al., 2004; GOSTISSA et al., 2004; HOLLENBACH et al., 1999;
EMELYANOV et al.,, 2002; LI et al., 2000; CHANG et al., 2005). Entsprechend seiner geringen
Homologie zu dem transkriptionellen Ko-Repressor Sin3 aus Saccharomyces cerevisiae fungiert Daxx
dabei primir als Repressor der Transkription (HOLLENBACH et al., 1999). Speziell die Interaktion mit
und Regulation von p53 durch Daxx stellte einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar.
P53 ist ein zentraler Faktor in der Zellzyklus- und Apoptoseregulation (VOGELSTEIN et al., 2000),
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dessen transkriptionelle Aktivitdt unter anderem durch Daxx kontrolliert wird (KM et al., 2003;
GOSTISSA et al., 2004; ZHAO et al., 2004). So reprimiert Daxx selektiv die Transkription von p53-
abhéngigen Zielgenen, die an der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, wie etwa p21 (GOSTISSA et
al., 2004). Dies fiihrt zu einer Storung des Gleichgewichts zwischen der Expression pro-apoptotischer
und Zellzyklus-assoziierter pS3-Zielgene, wodurch Daxx indirekt die pS3-abhéngige Apoptose fordert
(GOSTISSA et al., 2004). Analog zur Interaktion von Daxx mit anderen Transkriptionsfaktoren wird
das Repressionspotential von Daxx auf die p53-abhéngige Transkription durch die Wechselwirkung
mit PML inhibiert. PML bindet Daxx dabei kompetitiv mit p53 und rekrutiert Daxx vermutlich in die
PODs, wie es bereits flir die Inhibition der Daxx-vermittelten transkriptionellen Repression von Pax3
und des Glukokortikoidrezeptors beobachtet worden ist (KIM et al., 2003; LIN et al., 2003; LEHEMBRE
et al., 2001). Die Bindung zwischen p53 und Daxx wird in erster Linie durch den C-Terminus von
Daxx und der Oligomerisierungsdoméne von p53 vermittelt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
untersucht, wie sich der trunkierte bzw. modifizierte C-Terminus von Daxx-f und Daxx-y auf die
Interaktion zu p53 auswirkt und ob sich die Daxx-Spleiflvarianten gegeniiber Daxx-a hinsichtlich der

Funktion die p53-abhingige Transkription zu reprimieren unterscheiden.

Die Daxx-Varianten unterscheiden sich in ihrer p53-Bindungsaffinitat

Mittels Ko-Immunprézipitationsanalysen von GFP-fusinoniertem p53 und den DSRed2-fusionierten
Daxx-Varianten konnte erwartungsgeméf3 eine Interaktion zwischen Daxx-a und p53 nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 3.2.25). Daxx-p und Daxx-y zeigten dagegen eine drastisch reduzierte Interaktion
mit p53 und konnten im korrespondierendem ,,Western Blot* bspw. erst nach 24-stiindiger Exposition
der entsprechenden Membran detektiert werden. Dies belegt, dass gemill den Ergebnissen von Kim et
al. (2003) und Gostissa et al. (2004) primédr die C-terminalen Aminosiuren 667-740 von Daxx fiir die
Interaktion mit p53 verantwortlich sind. Die Tatsache, dass die Trunkierung/Modifikation des C-
Terminus von Daxx-f und Daxx-y ab Aminoséure 653 bzw. 647 aber nicht ausreichend ist, um diese
Wechselwirkung vollstdndig zu unterbinden, stimmt mit der Beobachtung iiberein, wonach auch N-
terminale Bereiche von Daxx in die Interaktion mit p53 involviert sein konnen (ZHAO et al., 2004).

Fluoreszenzmikrokopische Analysen bestitigten die differentielle Interaktion der Daxx-Varianten mit
p53. Nach Ko-Expression von GFP-Daxx-o und YFP-p53 war eine deutliche Ko-Lokalisation der
beiden Proteine in den distinkten ,,Daxx-o-Spots* erkennbar, die, wie unter 4.6.1 beschrieben,
mehrheitlich als PODs identifiziert werden konnten. Im Gegensatz dazu war p53 nach Ko-Expression
mit Daxx-f bzw. Daxx-y diffus im kompletten Zellkern verteilt und eine Ko-Lokalisation in den
»Plaque“-dnhlichen Daxx-B- bzw. Daxx-y-Akkumulationen war deutlich unterreprisentiert (vgl. Abb.
3.2.26). Die Tatsache, dass p53 mit Daxx-o in den PODs ko-lokalisiert, unterstiitzt frithere
Beobachtungen von Guo et al. (2000), die zeigen konnten, dass p53 durch die Interaktion mit PML in
die PODs rekrutiert wird. Ergénzend dazu deuten die vorliegenden Ergebnisse darauthin, dass hierbei
nicht PML sondern Daxx bzw. Daxx-a fiir die Rekrutierung von p53 in die PODs verantwortlich ist,
da nach Ko-Expression mit Daxx-B bzw. Daxx-y p53 nicht in den PODs lokalisiert war. Da die
zellulare Anzahl der PODs, wie unter 4.6.1 dargestellt, durch die Daxx-Varianten nicht beeinflusst
wird, kann eine Reduktion der POD-Bildung als Ursache hierfiir ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend weisen die Daten daher auf einen ,,Huckepack“-Mechanismus fiir die Rekrutierung
von p53 in die PODs hin: Daxx-a bindet an PML und wird so in die PODs rekrutiert wobei p53 -
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gebunden an Daxx-a - indirekt ,,mit-rekrutiert” wird. Daxx-p und Daxx-y zeigen dagegen aufgrund der
C-terminalen Trunkierung/Modifikation im Vergleich zu Daxx-a eine erheblich reduzierte Interaktion
mit p53 und sind aufgrund dessen, sowie als Folge der ebenfalls verringerten PML-Interaktion

vermutlich nicht mehr in der Lage, p53 in die PODs zu ,,diregieren®.

Daxx-p und Daxx-y wirken nicht als Repressor der p53-abhédngigen Transkription

Mit Hilfe von ,,Luciferase-Reporter-Assays* wurden in HeLa-Zellen die funktionellen Konsequenzen
der differentiellen p53-Interaktion von Daxx-a, Daxx-B und Daxx-y untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass im Vergleich zur alleinigen Expression von p53-GFP die Ko-Expression von HA-Daxx-a mit
GFP-p53 erwartungsgemél eine signifikante Reduktion der p53-abhéngigen Transkription zur Folge
hatte (vgl. Abb. 3.2.27.A). Dies bestitigt, dass die Bindung von Daxx-o an p53 mit einer Repression
der p53-abhingigen Transkription assoziiert ist (KIM et al., 2003; GOSTISSA et al., 2004; ZHAO et al.,
2004). Im Gegensatz dazu war die Ko-Expression der HA-fusionierten Varianten Daxx-f§ bzw. Daxx-y
mit p53-GFP nicht mit einer Reduktion der p53-abhingigen Transkription verbunden, wobei ,,Western
Blot“-Analysen ein vergleichbares Expressionsniveau der entsprechenden Proteine demonstrierten
(vgl. Abb. 3.2.27.B). Im Vergleich zur alleinigen Uberexpression von GFP-p53 war hier jeweils eine
nahezu identische transkriptionellen p53-Aktivitét detektierbar. Konsequenterweise waren signifikante
Unterschiede beziiglich der p53-abhingigen Transkription zwischen der HA-Daxx-o/p53-GFP-
Uberexpression und der HA-Daxx-B/p53-GFP- bzw. HA-Daxx-y/p53-GFP-Uberexpression zu
verzeichnen. In den Kontrollexperimenten ohne p53-GFP-Uberexpression konnte dieser Effekt
ebenfalls beobachtet werden. Hier war die basale Luciferaseaktivitit (transkriptionelle p53-Aktivitit)
nach Daxx-a-Uberexpression deutlich geringer als nach Daxx-B- oder Daxx-y-Uberexpression, was
vermutlich auf die differentielle Interaktion der Daxx-Varianten mit dem endogenen p53-Protein der
HeLa-Zellen zuriickzufithren war.

Diese Daten belegen, dass Daxx-f und Daxx-y im Gegensatz zu Daxx-o keine Repression der p53-
abhéngigen Transkription vermitteln und das Spleilen von Daxx dadurch auch auf funktioneller Ebene
eine Konsequenz besitzt. Neben Proteinen wie bspw. Bcl-X (AKGUL et al., 2004), Survivin
(MAHOTKA et al., 1999), Smac/DIABLO (FU et al., 2003), TRAIL (KRIEG et al., 2003) oder Flip
(GOLKS et al., 2005) stellt Daxx somit einen weiteren in der Apoptose involvierten Faktor dar, der auf
der Ebene des alternativen Spleilens reguliert werden kann und dessen SpleiBformen sich auch
funktionell voneinander unterscheiden. Die Tatsache, dass hinsichtlich der regulatorischen Interaktion
mit p53 kein signifikanter Unterschied zwischen Daxx-B und Daxx-y vorliegt ldsst vermuten, dass sich

diese beiden Proteine moglicherweise in anderen Prozessen funktionell gegeneinander abgrenzen.

4.7 Das SpleiBen von Daxx — ein Resistenzmechanismus des RCC
gegeniber der p53-abhangigen Apoptose?

Die Tatsache, dass die Daxx-Spleivarianten in humanen RCC-Zelllinien identifiziert wurden, ldsst
vermuten, dass das Spleilen von Daxx-B und Daxx-y einen selektiven Vorteil fiir den Tumor
darstellen konnte. Daxx-o bindet p53 und reprimiert spezifisch die Zellzyklus-relevanten p53-
Zielgene, so dass eine Storung des Gleichgewichts zwischen der Expression pro-apoptotischer und

Zellzyklus-assoziierter p53-Zielgene die Folge ist, wodurch Daxx indirekt die p53-abhéngige
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Apoptose fordert (GOSTISSA et al., 2004). Tatsichlich bewirkt die Uberexpression von Daxx-a eine
Sensitivierung gegeniiber der p53-abhdngigen Apoptose und ist in der Osteosarkom-Zelllinie U20S
bspw. mit einer erhohten Sensitivitidt gegeniiber der Cisplatin-vermittelten Apoptose verbunden
(GOSTISSA et al., 2004). Auch in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7- bzw. der T-
lymphoblastischen Zelllinie Jurkat fiihrt die Uberexpression zu einer Sensitivierung gegeniiber der
Behandlung mit den Topoisomerase-Inhibitoren Topotecan bzw. Doxorubicin (BOEHRER et al., 2005;
Mo et al., 2004). Da sowohl Daxx-a, als auch Daxx-B und Daxx-y aus einem Daxx-pra-mRNA ,,Pool*
generiert werden, fiihrt das alternative Spleilen zur Bildung von Daxx-B und Daxx-y, unter der
Voraussetzung einer konstanten Daxx-mRNA-Expression, zu einer relativen Verringerung des Daxx-
o-Transkriptes. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, weisen Daxx-Bf und Daxx-y im
Vergelich zu Daxx-a eine drastisch reduzierte Affinitit zu p53 auf und sind im Gegensatz zu Daxx-a
nicht in der Lage, die p53-abhidngige Transkription zu reprimieren. Das Spleilen zur Bildung von
Daxx-p und Daxx-y hat demnach effektiv eine Reduktion des Daxx-vermittelten p53-
Repressionspotentials und damit verbunden eine Reduktion des pro-apoptotischen Potentials zur
Folge. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Daxx-f und Daxx-y deutlich
schwicher mit PML interagieren als Daxx-a, so dass - unter der Annnahme PML wire bspw.
limitierend in der Zelle - der inhibitorische Einfluss von PML auf das Repressionspotential von Daxx-
o ,,stochiometrisch verstiarkt werden konnte. Da Daxx-a in der Lage ist iiber den N-Terminus Dimere
auszubilden (TORII et al., 1999) wire eine Homo/Heterodimerisierungs-bedingte Regulation der Daxx-
Varianten ebenfalls vorstellbar. Funktionelle Unterschiede zwischen o/a-Homodimeren und o/B- bzw.
o/y-Heterodimeren konnten eine weitere Stufe der Daxx-Regulation darstellen, wie es bspw. auch wie
es auch fiir die SpleiBformen von Survivin beobachtet worden ist (CALDAS et al., 2005). Dariiber
hinaus ist auch eine dominant-negativ-Funktion von Daxx-f und Daxx-y gegeniiber Daxx-o denkbar,
indem sie bspw. N-terminal-bindende Proteine wie MSP58, ATRX (LIN & SHIN, 2002; ISHOV et al.,
2004; vgl. Tab. 7.1) oder bisher unbekannte akzessorische Proteine abfangen, die fiir eine Daxx-a-
vermittelte Repression der p53-abhingigen Transkription notwendig sind. Das Spleilen von Daxx
konnte somit einen Mechanismus zur Erhéhung der Apoptoseresistenz des Tumors gegeniiber der
Behandlung mit Chemotherapeutika darstellen, wie es bereits fiir andere durch Spleilen regulierte
Faktoren beschrieben wurde (AKGUL et al., 2004; BRACCO & KEARSEY, 2003). Diese Hypothese
wurde fiir das RCC anhand stabiler GFP-Daxx-a-, -Daxx-f- bzw. -Daxx-y-iiberexprimierenden RCC-
Zelllinien untersucht.

4.7.1 Die Auswirkung der Daxx-Varianten auf die p53-abhangige Transkription
im RCC

Entscheidend fiir die Daxx-a-vermittelte Forderung der pS53-induzierten Apoptose ist nach den
Beobachtungen von Gostissa et al. (2004), dass selektiv die Transkription von p53-Zielgenen
reprimiert wird, die wie bspw. p2/ an der Zellzyklusregulation beteiligt sind. Die Transkription
Apoptose-relevanter Zielgene wie Bax, Bim, PUMA, Apaf-1 oder CD95 wird dagegen vermutlich nicht
inhibiert, was zu einem gestorten Gleichgewicht zu Gunsten der pro-apoptotischen Faktoren fiihrt
(GOSTISSA et al., 2004). Dies wurde fiir das RCC exemplarisch anhand der Zelllinie clearCa-2
hinsichtlich der Expression der Zellzyklusregulatoren p21 und GADDA45 sowie der Apoptose-

relevanten p53-Zielgene Bax und CD95 untersucht. Aquivalent dazu wurden die Auswirkungen von
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Daxx-f und Daxx-y analysiert, um zu untersuchen, ob diese entsprechend den Ergebnissen aus den
,Luciferase-Reporter-Assays® keinen Einfluss auf die Expression von p21, Bax, CD95 und GADD45
ausiiben. Mittels RT-PCR wurde hierfiir in den stabilen GFP-, GFP-Daxx-a-, GFP-Daxx-B- bzw.
GFP-Daxx-y-liberexprimiernden clearCa-2-Zelllinien zunichst das basale Expressionsniveau dieser
Gene analysiert. Lediglich fiir CD95 konnte dabei ein differentielles Expressionsmuster nachgewiesen
werden. ClearCa-2-GFP-Daxx-a zeigte hierbei im Vergleich zu clearCa-2-GFP-Daxx-B ein tendenziell
verringertes bzw. im Vergleich zu clearCa-2-GFP-Daxx-y ein signifikant verringertes CD95-
Expressionsniveau. Bax aber auch GADD45 sowie p21 waren in den einzelnen Zelllinien dagegen
vergleichbar exprimiert, was im Gegensatz zu den Beobachtungen von Gostissa et al. (2004) steht,
wonach Daxx als Repressor der Transkription Zellzyklus-assoziierten p53-Zielgene fungiert (vgl. Abb.
3.2.28). Durch die Behandlung der Zelllinien mit dem Topoisomerase I-Inhibitor Topotecan wurde die
Aktivierung von p53 induziert, um so den potentiell differentiellen Einfluss der Daxx-Varianten auf
die Transkription dieser p53-Zielgene moglicherweise stérker hervorzuheben. Abgesehen von einer
generellen Zunahme der einzelnen Expressionsniveaus, wie insbesondere dem von GADD45, konnte
allerdings zwischen den verschiedenen Zelllinien auch nach Aktivierung von p53 keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Expression von Bax, p21 bzw. GADD45 detektiert werden. Auch eine
differenticlle CD95-Expression war hierbei nicht mehr erkennbar, was darauf hindeutet, dass die
Unterschiede beziiglich der basalen CD95-Expression artifiziell waren und auf Selektionseffekten
wihrend der Herstellung der stabil-transduzierten Zelllinien beruhten.

Daxx-a vermittelt in clearCa-2 demnach keinen (selektiv) repressiven Effekt auf die Transkription der
Zellzyklus-assoziierten p53-Zielgene p21 und GADD45. Wie auch Bax und CD95 sind p21 und
GADD45 in der GFP- und der GFP-Daxx-a-liberexprimierenden Zelllinie gleichartig exprimiert.
Folglich wirkt sich auch das differentielle p53-Repressionspotential von Daxx-p und Daxx-y hierbei
nicht aus, so dass insgesamt in allen vier transduzierten Zelllinien vergleichbare Expressionsniveaus
von p21, CD95, Bax und GADD45 detektiert wurden. Unabhingig davon wird insbesondere am
Beispiel der Topotecan-induzierten Expressionszunahme von GADD45 deutlich, dass p53 in der
Zelllinie clearCa-2 funktionell ist. Eine Beeintrachtigung der p53-Aktivitdt ist somit nicht fiir das
Ausbleiben einer Daxx-a-vermittelten Repression der p2l- und GADDA45-Transkription

verantwortlich.

4.7.2 Die Bedeutung der Daxx-Varianten fur die p53-abhangige Apoptose
im RCC

Um zu untersuchen, ob die Expression anderer p53-Zielgene als p21, CD95, Bax und GADD45 durch
die Daxx-Varianten differentiell reguliert wird, wurde der Einfluss der Daxx-a-, Daxx-B- bzw.
Daxx-y-Uberexpression auf die p53-abhiingige Apoptose analysiert. Die Annahme war, dass falls die
Expression funktionell-relevanter p53-Zielgene durch die Daxx-Varianten differentiell reprimiert
wiirden, sich dies in unterschiedlichen Sensitivititen der entsprechenden Zelllinien gegeniiber der p53-
abhéngigen Apoptose widerspiegeln sollte. Vor dem Hintergrund der oben aufgestellten Hypothese,
wonach das Spleifien von Daxx einen selektiven Vorteil des Tumors implizieren kdnnte, wurde hierbei
erwartet, dass die GFP-Daxx-o-Uberexpression, entsprechend fritheren Beobachtungen, eine
Sensitivierung gegeniiber der p53-abhidngigen Apoptose zur Folge hat (BOEHRER et al., 2005; MO et
al., 2004; GOSTISSA et al., 2004). Die Uberexpression von GFP-Daxx-B bzw. GFP-Daxx-y sollte sich
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diesbeziiglich dagegen nicht signifikant zur GFP-iiberexprimierenden Kontrollzelllinie unterscheiden.
Zur Induktion der p53-abhingigen Apoptose wurden die stabil-transduzierten clearCa-2- und clearCa-
6-Zelllinien mit jeweils 10 pg/ml Etoposid, 2 pg/ml Topotecan, 1 pg/ml Doxorubicin bzw. 1 pg/ml
Taxol behandelt; Chemotherapeutika, die erwiesenermallen die p53-abhéingige Apoptose induzieren
(BLAGOSKLONNY et al., 1995; YANG et al., 1996; CHRESTA et al., 1996; LIEM et al., 2003). Die
jeweiligen Zytostatikakonzentrationen entsprachen denen, die zuvor im Rahmen von Dosiskinetiken
anhand der stabil-transduzierten clearC-6-Zelllinien als diejenigen Konzentrationen ermittelt wurden,
welche nach 24 h Inkubation eine jeweils ca. 50%-ige Letalitidt zu Folge hatten (vgl. Abb. 3.2.29).
Mittels ,MTT-Assay* wurde der Einfluss der jeweils iiberexprimierten Daxx-Variante auf die
Zytostatikasensitivitit von clearCa-2- und clearCa-6-Zellen analysiert, wobei die resultierende
Lebendzellzahl im zeitlichen Verlauf als Mal} fiir die Sensitivitit gewertet wurde. Entgegen den
Erwartungen hatte die Uberexpression von GFP-Daxx-o. weder in clearCa-2 noch clearC-6 eine
weitere Sensitivierung gegeniiber der Etoposid-, Doxorubicin- bzw. Topotecan-induzierten Apoptose
zur Folge (vgl. Abb. 3.2.30/31). Abgesehen von einigen vermutlich klonal-bedingten Schwankungen
in den stabil-transduzierten clearCa-2-Zelllinien waren im zeitlichen Verlauf keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der resultierenden Lebendzellzahlen zwischen den jeweils GFP-, GFP-
Daxx-0-, GFP-Daxx-B- und GFP-Daxx-y-iiberexprimierenden Zelllinien zu verzeichnen. Dies
entspricht den Ergebnissen aus der RT-PCR-Expressionsanalyse, wonach die Daxx-Varianten in
clearCa-2 keinen wesentlichen Einfluf auf die p53-induzierte Transkription von p21, CD95, Bax und
GADDA45 zeigten. Anhand der im ,,Western Blot* detektierten PARP-Spaltung konnte demonstriert
werden, dass es sich bei dem Etoposid-, Doxorubicin- bzw. Topotecan-induzierten Zelltod
erwatungsgeméal um Apoptose handelte (vgl. Abb. 3.2.32).

Wihrend sich die stabil-transduzierten clearCa-6-Zelllinien ebenfalls nicht signifikant hinsichtlich
ihrer Sensitivitit gegeniiber der Behandlung mit Taxol unterschieden, war in den korrespondierenden
clearCa-2-Analysen interessanterweise eine erhohte Resistenz der GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden
Zelllinie im Vergleich zur GFP-Kontrollzelllinie erkennbar (vgl. Abb. 3.2.30/31). Bereits nach 12 h
Taxol-Behandlung zeichnete sich diesbeziiglich eine Tendenz ab, die nach 24, 48 und 72 h Inkubation
auch statistische Signifikanz erreichte (vgl. Abb. 3.2.33.A). Die Uberexpression von Daxx-B bzw.
Daxx-y hatte ebenfalls eine Erhhung der Taxol-Resistenz zur Folge, wobei sich das Daxx-f- bzw.
Daxx-y-vermittelte Resistenzniveau nicht signifikant von der Daxx-a-vermittelten Taxol-Resistenz
unterschied (vgl. Abb. 3.2.33.B). Zusammenfassend zeigt dies, dass die Uberexpression von Daxx-a
entgegen den Erwartungen keine Sensitivierung gegeniiber der Topotecan-, Doxorubicin- und
Etoposid-induzierten p53-abhéngigen Apoptose zur Folge hatte, sondern mit einer erhdhten Resistenz
gegeniiber der Behandlung mit Taxol verbunden war. Zusammen mit den Ergebnissen aus der RT-
PCR-Analyse (vgl. 4.7.1) deutet dies darauf hin, dass Daxx-a und eine Daxx-a-vermittelte
transkriptionelle Repression von p53-Zielgenen in diesen Zelllinien nicht an der p53-abhingigen
Apoptose beteiligt ist. Das differentielle pS3-Repressionspotential von Daxx-f§ und Daxx-y kann sich
dementsprechend nicht anti-apoptotisch auswirken, so dass die Uberexpression von Daxx-p bzw.
Daxx-y ebenfalls keinen Einfluss auf die Sensitivitdt von clearCa-2 bzw. clearCa-6 gegeniiber der p53-
abhéngigen Apoptose hat. Unter der Annahme endogenes Daxx-o wire bereits ,,ausreichend®
vorhanden und eine Uberexpression von GFP-Daxx-a hitte keinen zusitzlichen Effekt, wiirde dies
bedeuten, dass die Daxx-Spleilvarianten im RCC diesbeziiglich keine dominant-negativ-Formen zu

Daxx-a darstellen wiirden. Allerdings zeigt das Ergebnis der Daxx-Varianten-vermittelten Taxol-
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Resistenz in clearCa-2, dass eine Séttigung durch endogenes Daxx vermutlich nicht vorliegt. Es ist
daher anzunehmen, dass sowohl Daxx-a, als auch Daxx-f und Daxx-y in clearCa-2 und clearCa-6

nicht an der p53-abhéngigen Apoptose beteiligt sind.

4.8 Die Funktion der Daxx-Varianten beim Taxol-induzierten Zelltod

Die Tatsache, dass der Daxx-Varianten-vermittelte zytoprotektive Effekt gegeniiber dem Taxol-
induzierten Zelltod nur in der Zelllinie clearCa-2, nicht aber der clearCa-6-Zelllinie aufgetreten ist,
lasst vermuten, dass dem Zelltyp-spezifische Ursachen zugrunde liegen. Vor diesem Hintergrund ist
die Beobachtung interessant, dass der Funktionsverlust von p53 mit einer Sensitivierung gegeniiber
der Behandlung mit Taxol verbunden sein kann (WAHL et al., 1996). Obwohl der p53-Mutationsstatus
von clearCa-2 bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit nicht zweifelsfrei geklart werden konnte,
demonstrieren die Ergebnisse aus der p21-, CD95-, Bax- und GADD45-Expressionsanalyse, dass p53
in dieser Zelllinie funktionell und genetisch demnach putativ Wildtyp ist (vgl. 4.7.1). ClearCa-6
exprimiert dagegen eindeutig eine mutierte Form von p53 (Argay — Hisye; RAMP et al., 2001). Im
Hinblick auf die funktionelle Verkniipfung zwischen Daxx und p53 wiére es denkbar, dass der
unterschiedliche p53-Mutationsstatus fiir die differentielle Ausprigung der Daxx-vermittelten Taxol-
Resistenz in clearCa-2 und clearCa-6 verantwortlich ist. RT-PCR-Analysen der Taxol-behandelten
GFP- bzw. GFP-Daxx-a-iiberexprimierenden clearCa-2-Zelllinien zeigten allerdings, dass p53 in der
Daxx-vermittelten Taxol-Resistenz vermutlich nicht involviert ist. So war bspw. das
Expressionsniveau von p21, einem zentralen Faktor innherhalb des Taxol-induzierten Zelltodes (YU et
al.,, 1998; LI et al., 2002), in der Taxol-behandelten clearCa-2-GFP- und clearCa-2-GFP-Daxx-a-
Zelllinine nahezu identisch (vgl. Abb. 3.2.34). Die in diesem Zusammenhang zusétzlich analysierten
pS53-abhédngigen Faktoren Bax, CD95 und GADD45 waren dariiber hinaus ebenfalls gleichartig
exprimiert und daher vermutlich auch nicht fiir den zytoprotektiven Effekt von Daxx verantwortlich.
Es ist allerdings moglich, dass die Expression anderer p53-Zielgene wihrend der Taxol-Behandlung
durch Daxx reguliert wird. Anhand von humanen Fibroblasten konnte bspw. gezeigt werden, dass die
einer Paclitaxel-Behandlung (Wirkstoff von Taxol) vorgeschaltete Inhibition von MDM2 eine
Stabilisierung von p53 zur Folge hat und mit einem Zellzyklusarrest verbunden ist. Die Zellen
erreichen daher nicht die Mitose, in der Paclitaxel wirken kann, so dass dies letztlich eine Resistenz
gegeniiber dem Paclitaxel-induzierten Zelltod vermittelt (CARVAJAL et al., 2005). Eine durch GFP-
Daxx-a-reprimierte Expression des p53-Zielgens MDM?2 hitte in der Zelllinie clearCa-2-GFP-Daxx-a
im Vergleich zu clearCa-2-GFP unter Umstinden einen dquivalenten Effekt zur Folge, der aufgrund
der p53-Mutation in den korrespondierenden clearCa-6-Zelllinien nicht zum Tragen kéme. Dies
konnte erkldren, weshalb die Daxx-vermittelte Taxol-Resistenz ausschlieBlich in clearCa-2 zu
beobachten war. Dagegen spricht allerdings die Tatsache, dass die Uberexpression der Daxx-
Spleivarianten Daxx-f und Daxx-y einen zu Daxx-o-vergleichbaren zytoprotektiven Effekt
vermittelte. Da Daxx-f und Daxx-y aber kein p53-Repressionspotential besitzen (vgl. 4.6.3), deutet
dies, wie auch die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse, auf einen p53-unabhéingigen Mechanismus der
Daxx-vermittelten Taxol-Resistenz hin. Zudem hat im Vergleich zu Topotecan die Behandlung mit
Taxol eine deutlich geringere Expressionszunahme von bspw. GADD45 zur Folge, was darauf
schlieBen ldsst, dass die p53-Aktivierung beim Taxol-induzierten Zelltod von clearCa-2 von

untergeordneter Bedeutung ist. Dies wird auch durch jiingste Beobachtungen bestétigt, wonach die
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Taxol-Sensitivitidt des RCC im Gegensatz zu anderen Tumorarten nicht durch den p53-Mutationsstatus
bestimmt wird (REINECKE et al., 2005). Taxol induziert im RCC vermutlich einen p53-unabhingigen
Zelltod, wie es auch fir die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 beschrieben wurde (BACUS et al.,
2001).

Mittels ,,Western Blot“-Analysen wurde liberpriift, ob die Daxx-vermitelte Taxol-Resistenz mit einer
verzogerten Aktivierung von Caspasen verbunden ist. Das Ergebnis deutet allerdings darauf hin, dass
der Taxol-induzierte Zelltod Caspase-unabhéngig verlduft. Auch nach 72 h Inkubation mit Taxol
konnte in der sensitiveren Zelllinie clearCa-2-GFP keine Spaltung der Initiator-Caspasen-8 und -9
sowie der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.35). Die Tatasache, dass im
Vergleich zur Behandlung mit Topotecan, Doxorubicin oder Etoposid sowohl in den Taxol-
behandelten clearCa-2- wie auch clearCa-6-Zelllinien ein deutlich schwicheres Ausmall an PARP-
Spaltung detektiert wurde, ist ebenfalls ein Hinweis auf einen Caspase-unabhédngigen Prozef3 (vgl.
Abb. 3.2.32). Der Zelltod verlduft hierbei anstelle von Caspasen moglicherweise iiber Proteasen der
Cathepsin-Familie, wie es auch fiir den Taxol-induzierten Zelltod in Zelllinien des Nicht-Kleinzelligen
Lungenkarzinoms beobachtet worden ist (BROKER et al., 2004). AbschlieBende Analysen zeigen, dass
womoglich eine Daxx-vermittelte JNK-Aktivierung an der zu beobachtenen Taxol-Resistenz beteiligt
ist. So belegen in vitro ,Kinase-Assays“ das in Taxol-behandelten clearCa-2-GFP-Daxx-a-Zellen
bereits nach 12 h Inkubation eine deutliche JNK-Aktivierung vorliegt, wéhrend dies in der
Kontrollzelllinie clearCa-2-GFP erst nach 24 h Stunden erfolgt (vgl. Abb. 3.2.36). Wie in der
Zervixkarzinom-Zelllinie SiHa scheint eine Aktivierung der JNK auch in clearCa-2-Zellen einen
zytoprotektiven Effekt gegeniiber dem Paxlitaxel- bzw. Taxol-induzierten Zelltod zu vermitteln (LIU
et al., 2001). Aquivalent zur Daxx-vermittelten JNK-Aktivierung nach CD95-Stimulation ist hier die
Aktivierung der JNK durch Daxx via ASK1 denkbar (YANG et al., 1997; CHANG et al., 1998). Da sich
Daxx-a, Daxx-p und Daxx-y hinsichtlich der Bindung zu ASKI sowie dem ASK-
Aktivierungspotential im Gegensatz zu ihrem p53-Repressionspotential nicht signifikant voneinander
unterscheiden (vgl. Abb. 3.2.14/15), konnte dies auch erkldren, weshalb die Daxx-vermittelte Taxol-
Resistenz in den Daxx-a-, Daxx-f- und Daxx-y-iiberexprimierenden clearCa-2-Zelllinien vergleichbar
ausgeprégt ist. Weitere Untersuchungen sind hierzu allerdings notwendig, um insbesondere zu kléren,

in wieweit diesbeziiglich Unterschiede zwischen den Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6 vorliegen.

49 Die Rolle der Daxx-Varianten im humanen RCC

Die Hypothese, wonach dass alternative Spleilen von Daxx moglicherweise einen selektiven Vorteil
fiir den Tumor darstellt, indem auf diese Weise das p53-Apoptose fordernde Potential von Daxx-a
verringert wird, kann fiir das RCC aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht aufrechterhalten
werden. Entgegen den Erwartungen ist Daxx-a in den beiden RCC-Zelllinien clearCa-2 und clearCa-6
offensichtlich nicht an der p53-abhiingigen Apoptose beteiligt. Die Uberexpression des Proteins fiihrte
zu keiner Sensitivierung gegeniiber der Behandlung mit den Zytostatika Topotecan, Doxorubicin und
Etoposid und hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Expression von p53-abhingigen Zielgenen, wie
am Beispiel von p21, CD95, Bax und GADD45 gezeigt werden konnte. Da Daxx-a im RCC demnach
nicht als Repressor der p53-abhingigen Transkription fungiert, kann sich auch der Verlust des p53-
Repressionspotentials von Daxx-p bzw. Daxx-y nicht differentiell auswirken. Die Uberexpression von
Daxx-§ wie auch Daxx-y hatte demzufolge ebenfalls keinen Einfluss auf die p53-abhingige Apoptose.
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Das Spleiflien von Daxx hat diesbeziiglich also keine Konsequenz, da bereits die Hauptform Daxx-a
hierbei keine Funktion besitzt. Das Spleilen von Daxx stellt in diesem Zusammenhang daher
vermutlich keinen Mechanismus zur Inaktivierung von Daxx dar. Dariiber hinaus sind weder Daxx-a
noch Daxx-f und Daxx-y an der CD95-abhingigen Apoptose beteiligt sondern vermitteln im
Gegenteil einen zytoprotektiven Effekt gegeniiber dem Taxol-induzierten Zelltod. Fiir diesen Effekt
sind vermutlich N-terminale Bereiche von Daxx verantwortlich, da die Daxx-verrmittelte Taxol-
Resistenz in Daxx-a-, Daxx-B- und Daxx-y-iiberexprimierenden Zellen vergleichbar ist. Im Hinblick
auf die kontrovers diskutierte Rolle von Daxx innerhalb der Apoptose sprechen die erhaltenen
Ergebnisse daher gegen eine pro-apoptotische Funktion von Daxx im RCC (MICHAELSON, 2000).
Ahnlich wie in hdmatopoetischen Vorlduferzellen, wo die Uberexpression von Daxx ebenfalls mit
einem zytoprotektiven Effekt verbunden ist und die CD34-vermittelte Apoptose inhibiert (CERMAK et
al., 2002), scheint Daxx auch im humanen RCC eine eher anti-apoptotische Rolle einzunehmen. Eine
Inaktivierung von Daxx wiirde demzufolge vermutlich keinen selektiven Vorteil fiir den Tumor
bedeuteten. Da sich Daxx-a, Daxx-p und Daxx-y hinsichtlich des Taxol-inhibierenden Potentials nicht
voneinander unterscheiden und sich ihre differentielle Wechselwirkung mit p53 im RCC nicht
funktionell duBert, kann zur funktionellen Konsequenz des Spleilens von Daxx fiir das RCC keine
Aussagen getroffen werden. Weitere Untersuchungen sind daher notwendig um die jeweils spezifische
Funktion der drei Daxx-Isoformen im RCC aufzukldren. Vor dem Hintergrund der differentiellen
Interaktion bzw. Regulation zwischen p53 und den Daxx-Isoformen wire es zukiinftig interessant die
Bedeutung von Daxx-f und Daxx-y in Tumor- bzw. Zelltypen zu analysieren, in denen Daxx-a

erwiesenmal3en einen Einfluss auf die p53-abhingige Apoptose ausiibt.

4.10 Perspektiven

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Apoptose-Dysregulation im RCC
nicht auf eine Inaktivierung der Apoptose-relevanten Faktoren DAP-Kinase und Daxx zuriickzufiihren
ist und diese vermutlich nicht als ,kritische” Faktoren in der Tumorgenese des humanen RCC
anzusehen sind. DAP-Kinase und Daxx stellen in diesem Tumor somit keine potentiellen ,,Ziele fiir
zukiinftige gentherapeutische Behandlungsstrategien dar. Weitere Untersuchungen sind daher
notwendig, um die molekularen Grundlagen der Apoptose-Dysregulation im humanen RCC besser
verstehen zu konnen und auf dieser Basis neue Therapieansétze zu entwickeln.

Die Identifizierung der Daxx-Spleivarianten Daxx-p und Daxx-y stellt Daxx als weitereren
Apoptose-relevanten Faktor heraus, der auf der Ebene des alternativen Spleilens reguliert werden
kann. Da sich das differentielle p53-Repressionspotential der Daxx-Spleifivarianten im humanen RCC
nicht auswirkt, miissen zukiinftige Analysen aufzeigen, wie sich die Daxx-Isoformen in diesem Tumor

funktionell voneinander abgrenzen.
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5 Zusammenfassung

Apoptose ist ein elementarer Prozess in der Entwicklung und Differenzierung von mehrzelligen
(tierischen) Organismen, durch den Zellen sterben, die ihre Funktion verloren haben oder eine
potentielle Gefahr fiir den Gesamtorganismus darstellen. Eine Fehlregulation dieses Prozesses ist
mit der Ausbildung von verschiedensten Erkrankungen assoziiert und eine der Hauptursachen fiir
die Entstehung von Tumoren. Das physiologische Verhéltnis zwischen pro- und anti-apoptotischen
Faktoren ist hierbei oftmals gestort, indem vermehrt Apoptose-inhibierende Faktoren gebildet
werden oder pro-apoptotische Faktoren funktionell inaktiviert sind. Die ,,Death-associated
Proteins® Daxx und DAP-Kinase sind pro-apoptotische Faktoren und wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit hinsichtlich einer potentiellen Beteiligung innerhalb der Apoptose-
Dysregulation des humanen Nierenzellkarzinoms (RCC, renal cell carcinoma) untersucht. Die
zentrale Fragestellung hierbei war, ob im RCC eine funktionelle Inaktivierung dieser Faktoren
vorliegt, die moglicherweise zur Tumorgenese sowie der ausgepridgten Apoptose- und
Therapieresistenz dieses Tumors beitragen konnte.

Im Hinblick auf den hiufig zu verzeichnenden Expressionsverlust in anderen Tumorarten wurde
der Expressionsstatus der DAP-Kinase im RCC anhand eines statistisch relevanten Kollektivs von
Nierentumorpatienten untersucht. In 92% der analysierten Primértumoren (unterschiedlicher
histologischer Subtypen) konnte dabei eine DAP-Kinase-Expression festgestellt werden, lediglich
8% der Tumorproben zeigten keine Expression. Die histologisch klarzelligen und
chromophilzelligen Subtypen des RCC wiesen dabei ein dhnliches DAP-Kinase-Expressionsniveau
auf und im Verlauf der Tumorprogression konnten im Vergleich zwischen frilhen und
fortgeschrittenen Tumorstadien ebenfalls keine signifikanten Unterschiede beziiglich der DAP-
Kinase-Expression detektiert werden. Analysen zum Methylierungszustand des DAP-Kinase-
Promotors deuten darauf hin, dass in den 8% der Tumore ohne nachweisbare DAP-Kinase-
Expression keine Promotor-Hypermethylierung vorliegt und vermutlich alternative Mechanismen
fiir die Abschaltung der DAP-Kinase-Genexpression verantwortlich sind. In weiterfiihrenden
Untersuchungen an verschiedenen RCC-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass DAP-Kinase zwar
exprimiert wird, das Protein aber enzymatisch weitgehend inaktiv vorliegt, so dass die Daten
insgesamt auf eine post-translationelle Inaktivierung der DAP-Kinase im RCC schlieBen lassen.
Aufgrund der Tatsache, das DAP-Kinase auch in nicht-neoplastischen Zellen exprimiert wird und
dort ebenfalls inaktiv vorliegt, ist die Bedeutung dieser post-translationellen Inaktivierung des
Proteins fiir die Tumorgenese des RCC allerdings fraglich. Alternative Ursachen, die im RCC eine
Aufrechterhaltung der DAP-Kinase-Expression gewihrleisten sind daher denkbar, wobei
abschliefende Untersuchungen in diesem Zusammenhang auf eine mdgliche funktionelle
Beteiligung des IAP-Proteins Survivin hinweisen.

Die Analyse der Daxx-Expression in verschiedenen Nierenkarzinom-Zelllinien lieferte ebenfalls
keine Hinweise, die auf eine Inaktivierung von Daxx auf Ebene der Expression schliefen lassen.
Im Rahmen dieser Untersuchungen konnten zwei neue Spleilvarianten von Daxx identifiziert
werden, so dass eine mogliche Inaktivierung des Daxx-Gens aufgrund des Mechanismus des
alternativen Spleilens untersucht wurde. Die Charakterisierung der Spleifivarianten Daxx-f3 und
Daxx-y zeigte, dass sich diese in verschiedenen Aspekten von der Hauptform Daxx-a

unterscheiden: Sowohl Daxx-f als auch Daxx-y besitzen einen verdnderten C-Terminus, was zu
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einer Modifikation des Proteinbereichs fiihrt, der fiir die Interaktion von Daxx mit verschiedenen
Faktoren wie PML, CD95 und p53 verantwortlich ist. Wie gezeigt werden konnte besitzen Daxx-f3
und Daxx-y eine deutlich geringere Affinitit gegeniiber PML, was sich auf ihre subzelluldre
Lokalisation auswirkt. Wéhrend Daxx-o durch die Bindung an PML in die so genannten PODs
rekrutiert wird, sind Daxx-p und Daxx-y zwar ebenfalls im Kern lokalisiert, akkumulieren hier aber
vorwiegend in alternativen Strukturen, die vermutlich Bereiche kondensierten Chromatins
entsprechen. Dariliber hinaus weisen Daxx-f und Daxx-y im Vergleich zu Daxx-a eine stark
reduzierte Affinitdt zu p53 auf, was dazu fiihrt, dass sie im Gegensatz zu Daxx-a nicht in der Lage
sind, die p53-abhéngige Transkription zu reprimieren. Vor dem Hintergrund, dass Daxx-a {iber die
transkriptionelle Repression von ausschlielich Zellzyklus-assoziierten p53-Zielgenen die p53-
abhingige Apoptose indirekt fordert, wurde untersucht, ob das alternative Spleilen von Daxx zur
Bildung von Daxx-f und Daxx-y im humanen RCC einen Resistenz-Mechanismus gegeniiber der
p53-abhingigen Apoptose darstellen konnte. Uberexpressions-Untersuchungen in verschiedenen
RCC-Zelllinien zeigten jedoch, dass die p53-induzierte Transkription und -Apoptose im RCC
unabhéngig von Daxx verlduft. Weitere Untersuchungen lieferten ebenfalls keinen Hinweis auf
eine Beteiligung von Daxx an der CD95-abhéngigen Apoptose. Stattdessen konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression der Daxx-Varianten einen zytoprotektiven Effekt gegeniiber der
Behandlung mit dem Zytostatikum Taxol vermittelt, wobei die Resistenzniveaus nach Daxx-a-,
Daxx-B- bzw. Daxx-y-Uberexpression vergleichbar waren.

Insgesamt sprechen die Daten der vorliegenden Arbeit gegen eine pro-apoptotische Funktion von
Daxx im humanen Nierenzellkarzinom, so dass im Hinblick auf die zu untersuchende Fragestellung
eine Inaktivierung dieses Faktors vermutlich nicht essentiell fiir die Tumorgenese des RCC zu sein
scheint. Das alternative Spleilen von Daxx stellt demzufolge vermutlich keinen Inaktivierungs-
mechanismus dar, sondern dient womdglich der Feinregulation von Daxx im RCC.

Welche Relevanz die post-transkriptionelle Inaktivierung der DAP-Kinase im RCC besitzt wird

durch zukiinftige Analysen herauszufinden sein.
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7 Anhang

7.1 Tabellen und Abbildungen

Tab. 7.1: Auflistung verschiedener Daxx-Interaktionspartner

Daxx- Verantwortliche Domdne Funktion Referenz

Interaktionspartner von Daxx (AS-Position)

CD95 625 - 740 Apoptose YANG et al., 1997

FlipL 625 — 740 Apoptose Kim et al., 2003

DJ-1 638 — 740 Apoptose JUNN et al., 2005

HSP27 625 — 740 Apoptose CHARETTE et al., 2000

TGF-B RII 489 — 740 Apoptose PERLMAN et al., 2001

HIPK2 1-188 Apoptose HOFMANN et al., 2003

ASK1 501 — 625 Apoptose, Transkription CHANG et al., 1998

PML 625 — 740 Apoptose, Transkription IsHov et al., 1999

p53, p63, p73 131 — 311; 667 - 740 Apoptose, Transkription Kim et al., 2003; ZHAO
et al., 2004; GosTISSA
et al., 2004

Pax3, Pax7 635 — 740 Transkription HOLLENBACH et al.,
1999

Pax5 626 — 740 Transkription EMELYANOV et al., 2002

Androgen Rezeptor N. D. Transkription LIN et al., 2004

Glukokortikoid 501 - 740 Transkription LiNn et al., 2003

Rezeptor

Mineralortikoid N. D. Transkription OBRADOVIC et al., 2004

Rezeptor

ETS1 567 — 740 Transkription Liet al., 2000

HSF1 492 — 740 Transkription BOELLMANN et al., 2004

MSP58 1-501 Transkription LIN & SHIN, 2002

DMAP1 1-240 Transkription MuromoToO et al., 2004

HDAC 1—399; 658 - 740 Transkription Liet al., 2000

HDACII C-Terminus Transkription HOLLENBACH et al.,
2002

HIPK1 N. D. Transkription EcseDy et al., 2003

Smad4 625 - 740 Transkription CHANG et al., 2005

Histone H4 N. D. Transkription HOLLENBACH et al.,
2002

ATRX N-Terminus Zellzyklusregulation IsHov et al., 2004

CENP-C 636 — 740 N. D. PLuTA et al., 1998

HIPK3 N. D. N. D. ROCHAT-STEINER et al.,
2000

Ubc9 625 — 740 N. D. Ryu et al., 2000

DNA-Methyltransferase 1 —287; 512 - 655 N. D. MICHAELSON et al.,

| 1999

Sentrin-1 625 — 740 N. D. Ryu et al., 2000

~Steroidogenic Factor- N. D. N. D. KIRIAKIDOU et al., 1997

1 like element*”

Glut-4 661 - 740 N. D. LALioTI et al., 2002
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Abb. 7.1: Ergebnis der Sekundarstrukturanalyse der Daxx-Isoformen. Die Aminosauresequenzen der C-Termini (ab
Aminoséaure 640) von Daxx-o, Daxx-p und Daxx-y wurden nach dem Algorithmus von Chou und Fasman (1978) hinsichtlich
der Ausbildung von Sekundarstrukturen analysiert. Die Analyse wurde mit Hilfe der DNAStar Software Protean
durchgefiihrt. Die Lokalisation der IBM-Domane ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. In Daxx-p ist das IBM
Motiv an Aminosaureposition 655 und in Daxx-y an —Position 649 lokalisiert.
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Abb. 7.2: Ergebnis der ,,Peptidcutter“-Analyse von Daxx-§ und Daxx-y. Die Aminosduresequenzen der C-Termini
(ab Aminosaure 640) von Daxx-p (A) und Daxx-y (B) wurden mit Hilfe des “Expasy-tools - Peptidcutter” hinsichtlich der
Existenz potentieller Proteaseschnittstellen analysiert, dessen Spaltung zur Freisetzung der IBM-Domane (AVP-Motiv) in
Daxx-B und Daxx-y fihren konnte. Es konnten Keine Spaltstellen fir Caspase1, Caspase2, Caspase 3, Caspase4,
Caspaseb, Caspase6, Caspase7, Caspase8, Caspase9, Caspase10, Enterokinase, Faktor Xa, Ameisensaure,Granzym B,
Hydroxylamin, Prolin-Endopeptidase und Thrombin identifiziert werden.

Abkirzungen: ArgC: Arginin-C Proteinase, AspN: Asparagin-N Endopeptidase, BNPS-skatole: 2-(2-Nitrophenylsulfenyl)-3-
Methylindol, CNBr: Cyanbromid, Ch_lo: Chymotrypsin (,low specificity“), Ch_hi: Chymotrypsin (,high specificity“),Clost:
Clostridiopeptidase B, lodo: lodosobenzoesaure, LysC: Lysin C Lysyl Endopeptidase, NTCB: 2-Nito-5-
Thiocyanobenzoesaure, Pn1.3: Pepsin (pH = 1,3), Pn2: Pepsin (pH > 2), Prot K: Proteinase K, Therm: Thermolysin, Tryps:
Trypsin, Glu: Glutamyl Endopeptidase, Staph: Staphylococcus Peptidase |
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Abb. 7.3: schematische Darstellung
der Klonierungsstrategie zur Herstellung
des pLEGFP-Daxx-a Expressionsvektors.
Innerhalb einer PCR mit den Primern “Daxx-
Sall” und “Daxx-outer3” sowie dem Vektor
pEGFP-Daxx als “Template” wurde das
Daxx-a. Gen amplifiziert, wobei das im Vektor
pEGFP-Daxx befindliche Stop-Kodon
eliminiert wurde. Das resultierende PCR-
Produkt wurde daraufhin mit den
Restriktionsendonukleasen Sall und Clal
restringiert und anschlieend in den
ebenfalls Sall /Cal | restringierten
Expressionsvektor pLEGFP-C1 ligiert. Mittels
DNA Sequenzierung wurde die korrekte
Basenabfolge verifiziert.

Abb. 7.4: schematische Darstellung
der Klonierungsstrategie zur Herstellung
der Expressionsvektoren pLEGFP-Daxx-
und pLEGFP-Daxx-y am Beispiel von
pLEGFP-Daxx-f. Innerhalb zwei getrennter
PCR Reaktionen mit den Primerpaaren
“Daxx-Sal I” und “Daxx-p2” bzw. “Daxx-B1”
und “Daxx-outer3” sowie dem Vektor
pLEGFP-Daxx-a als “Template” wurden zwei
PCR Produkte generiert. Diese wurden
vereinigt und innerhalb einer zweiten PCR mit
den Primern “Daxx-Sal I” und “Daxx-outer3”
fusioniert. Das resultierende PCR-Produkt
enthielt die Gensequenz von Daxx-f und
wurde nach Restriktion mit den
Restriktionsendonukleasen Sall und Clal in
den ebenfalls Sall/Cal | restringierten
Expressionsvektor pLEGFP-C1 ligiert. Mittels
DNA Sequenzierung wurde die korrekte
Basenabfolge von pLEGFP-Daxx-§ bzw. -
Daxx-y verifiziert.
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Abb. 7.5: schematische Dar-
stellung der Klonierungsstrategie zur
Herstellung der Expressions-vektoren
pDSRed2-Daxx-a, pDSRed2-Daxx-$
und pDSRed2-Daxx-y am Beispiel von
pDSRed2-Daxx-a. Durch Restriktion mit
den Restriktions-endonukleasen Agel
und Xhol wurde GFP aus dem Vektor
pLEGFP-Daxx-a. heraus geschnitten.
Ebenfalls durch Restriktion mit Agel und
Xhol wurde DSRed?2 aus dem Vektor
pDSRed2-C1 heraus geschnitten und
anschliefend in den restringierten
pLEGFP-Daxx-a. Vektor ligiert. Mittels
DNA Sequenzierung wurde die korrekte
Basenabfolge und der einheitliche
Leserahmen verifiziert.

Abb. 7.6: schematische Darstellung
der Klonierungsstrategie zur Herstellung
der Expressionsvektoren pLHA-C1,
pLHA-Daxx-a, pLHA-Daxx-3 und pLHA-
Daxx-y am Beispiel von pLHA-Daxx-a.
Zunachst wurde eine dopplestrangige HA-
Tag Expressionskassette generiert indem
die komplementéaren einzelstrangigen
Oligonukleotide HAIIl und HAIV vereinigt
und “Annealt” wurden. Die einzelnen
Oligonukleotide waren dabei so designt,
dass die Kassette Xhol bzw. Sall
kompatible Gberhdngende DNA Enden
besal. Nach Phosphorylierung der HA-Tag-
Kassette wurde diese in den Sall und Xhol
restringierten pLEGFP-Daxx-o. Vektor
ligiert. Da die HA-Tag-Kassette eine
zuséatzliche interne Agel Schnittstelle
besal, wurde GFP uber eine Agel
Restriktion herausgeschnitten und der
Vektor anschlieRend re-ligiert. Mittels DNA
Sequenzierung wurde die korrekte
Basenabfolge verifiziert.
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