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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 TRAIL und TRAIL-Rezeptoren

Der Tumor Necrosis Factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand TRAIL gehért zur
TNF-Superfamilie von Zytokinen und wurde 1995 und 1996 von zwei Arbeitsgruppen
unabhangig voneinander entdeckt (Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996). Er wird primar von
Zellen des Immunsystems als Typ-ll Transmembranprotein exprimiert (Falschlehner et al.,
2007) und kann durch Proteolyse in seine losliche Form Uberfuhrt werden (Mariani &
Krammer, 1998). Die am besten untersuchte Funktion von TRAIL ist die Induktion der
Apoptose (Falschlehner et al., 2007). Diese wird interessanterweise praferentiell in
Tumorzellen induziert, wohingegen die meisten gesunden Zellen resistent sind (Ashkenazi
et al., 1999; Walczak et al., 1999). Dabei scheint TRAIL eine wichtige Rolle in der durch
das Immunsystem, insbesondere durch NK-Zellen, vermittelten Abwehr von viral infizierten
Zellen und Tumorzellen zu spielen (Schnepple et al., 2011; Strater et al., 2002; Smyth et
al., 2003, Takeda et al.,, 2002). TRAIL scheint auRerdem an der Unterdrickung von
Autoimmunerkrankungen (Song et al., 2000) sowie der Regulation der Homdostase von T-
Lymphozyten (Janssen et al., 2005) beteiligt zu sein, wobei seine genaue physiologische
Funktion bislang nicht geklart ist.

Insgesamt wurden fiinf unterschiedliche TRAIL-Rezeptoren identifiziert, die alle zur
Familie der TNF-Rezeptoren gehdren. Die beiden Zellmembran-gebundenen Rezeptoren
TRAIL-R1/DR4 (Pan et al., 1997a) und TRAIL-R2/DR5/TRICK2 (Pan et al., 1997b;
Screaton et al., 1997; Walczak et al.,, 1997) sind Typ-l Transmembranproteine und
besitzen zytoplasmatisch eine Todesdoméane (DD), durch die sie die Apoptose induzieren
konnen. Dementsprechend werden sie als Todesrezeptoren bezeichnet. Fir TRAIL-R2
existieren zwei Splicevarianten, denen bislang keine unterschiedlichen Funktionen
zugewiesen werden konnten (Falschlehner et al., 2007). Daneben kann TRAIL an zwei
weitere membranstandige Rezeptoren, TRAIL-R3 und TRAIL-R4, binden, die auch als
DcR1 und DcR2 bezeichnet werden (Mérino et al., 2006). TRAIL-R3 ist Uber einen
Glycosyl-Phophatidylinositol-Anker in der Plasmamembran befestigt und besitzt keine
zytoplasmatische Domane (Degli-Esposti et al., 1997b; Pan et al., 1997b). TRAIL-R4 weist
eine hohere Homologie zu den beiden TRAIL-Todesrezeptoren auf, besitzt

zytoplasmatisch jedoch nur eine trunkierte Todesdoméane (Degli-Esposti et al., 1997a).
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Entsprechend sind TRAIL-R3 und TRAIL-R4 nicht in der Lage, Apoptose auszulésen und
fungieren als sogenannte Decoyrezeptoren. Als solche kénnen sie die TRAIL-induzierte
Apoptose hemmen, indem sie kompetitiv zu TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an TRAIL binden
(Degli-Esposti et al., 1997b) oder nicht-funktionale Komplexe ausbilden (Mérino et al.,
2006). Fur TRAIL-R4 wurde aul’erdem beschrieben, dass er nach Bindung von TRAIL zu
einer Aktivierung von NF-kB fihren und somit indirekt die TRAIL-vermittelte Apoptose
hemmen kann (Degli-Esposti et al., 1997a). Als funfter TRAIL-Rezeptor wurde der I8sliche
Rezeptor Osteoprotegerin  (OPG) identifiziert (Emery et al,, 1998). OPG wird als
Homodimer sezerniert und bindet nicht nur an TRAIL, sondern auch mit deutlich hoherer
Affinitdt an RANKL/OPGL und ist in die Regulation der Osteoklastogenese involviert
(Emery et al., 1998; Fuller et al., 1998; Lacey et al., 1998). Es wird angenommen, dass
OPG durch Bindung von TRAIL ebenfalls als Decoyrezeptor fungieren kann (Emery et al.,
1998). Da die Affinitat von OPG fiir TRAIL bei physiologischen Temperaturen allerdings

sehr gering ist, bleibt die Bedeutung dieser Interaktion unklar (Truneh et al., 2000).

1.2 TRAIL-induzierte Signalwege

Die am besten verstandene Funktion von TRAIL ist die Induktion der Apoptose Uber seine
beiden Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (Falschlehner et al.,, 2007). Dabei
kommt es nach Bindung des trimerisierten Liganden TRAIL zu einer Trimerisierung von
TRAIL-R1 und TRAIL-R2, die Homo- oder Heterokomplexe ausbilden (Hymowitz et al.,
1999). Uber die geclusterten DD der Todesrezeptoren wird das Adaptorprotein FADD
rekrutiert und bindet Uber seine Todeseffektordoméane die Procaspasen-8 und/oder -10
(Bodmer et al., 2000; Kischkel et al., 2000; Sprick et al., 2000). Der so entstandene
Komplex wird als Death-Inducing Signalling Complex DISC bezeichnet (Kischkel et al.,
1995) und fihrt zu einer Initialisierung der intrazellularen Signaltransduktion durch
Aktivierung der Caspasen-Kaskade. Die aktivierten Caspasen-8/-10 fuhren ihrerseits
sowohl direkt zur Aktivierung der Effektorcaspase-3, die Uber die Caspasen-Kaskade die
Apoptose induziert, als auch zur Spaltung von Bid zu trunkiertem tBid (Li et al., 1998).
Reicht dabei die Menge an gebildeter Initiatorcaspase-8 aus, um direkt die Apoptose-
induzierenden Effektorcaspasen zu aktivieren, spricht man von Typ-I-Zellen. In diesen ist
der Rezeptor-vermittelte extrinsische Weg zur Induktion der Apoptose ausreichend. In den

als Typ-ll bezeichneten Zellen ist die Menge an aktivierter Caspase-8 hingegen nicht
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ausreichend, um direkt die Effektorcaspasen zu aktivieren, so dass sie auf die Spaltung
von Bid angewiesen sind (Scaffidi et al., 1998). Diese stellt eine Verbindung zum
intrinsischen  Weg der Apoptose dar und wird als mitochondrialer
Verstarkungsmechanismus bezeichnet (Falschlehner et al., 2007). Hierbei transloziert tBid
nach Spaltung durch Caspase-8 in die Mitochondrienmembran und fihrt durch Interaktion
mit Bax und Bak zur Freisetzung von Cytochrom c¢ und weiterer proapoptotischer Proteine
wie Smac/DIABLO (Luo et al, 1998). Cytochrom c bildet zusammen mit dem
Adaptorprotein Apafl das sogenannte Apoptosom aus, in dem dann Procaspase-9

autokatalytisch aktiviert wird. Aktivierte Caspase-9 fihrt ihrerseits zur Aktivierung der

Effektorcaspasen und damit zur Apoptose (Adams & Cory, 2002).
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Abbildung 1: TRAIL induzierte Signalwege

Dargestellt sind die durch TRAIL induzierten apoptotischen und nicht-apoptotischen Signalwege.
Die genauere Erlauterung dazu findet sich im Textteil 1.2. (Quelle: Falschlehner et al., 2007).

Neben der Induktion der Apoptose kdnnen lber die beiden TRAIL-Todesrezeptoren auch

nicht-apoptotische Signalwege aktiviert werden (Azijli et al., 2013). Insbesondere fir
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TRAIL-resistente Tumorzellen konnte gezeigt werden, dass TRAIL unter anderem zu einer
Aktivierung von NF-kB, PKB/Akt, p38, JNK, ERK1/2, PKC (Proteinkinase C) Isoformen
sowie von Src fuhrt. Diese Aktivierung kann unter anderem in einer gesteigerten
Expression von antiapoptotischen, proinflammatorischen und invasionsférdernden
Proteinen resultieren mit der Folge einer Hemmung der Apoptose, Steigerung der
Proliferation, Migration und Invasion (Trauzold et al., 2001; Zauli et al., 2005; Xu et al.,
2010; Son et al., 2010; Mucha et al., 2009; Belyanskaya et al., 2008; Vilimanovich et al.,
2008; Azijli et al., 2012; Trauzold et al., 2006). In vivo kann es insbesondere in Apoptose-
resistenten Tumorzellen zu einer vermehrten Invasivitdt und Metastasierung kommen
(Hoogwater et al., 2010; Ishimura et al., 2006; Trauzold et al., 2006).

Nach Aktivierung der TRAIL-Todesrezeptoren durch TRAIL werden weder nur
apoptotische noch ausschlie3lich anti-apoptotische Signalwege aktiviert, so dass das
Gleichgewicht zwischen den beiden Signalwegen im Enddefekt dartiber entscheidet, ob es
zur Induktion der Apoptose oder zur Aktivierung von inflammatorischen und

invasionsférdernden Proteinen kommt (Kalthoff & Trauzold, 2009).

1.3 TRAIL-basierte Tumortherapien

Die Beobachtung, dass TRAIL praferentiell in Tumorzellen Apoptose induziert,
wohingegen die meisten normalen, nicht-transformierten Zellen resistent sind (Walczak et
al,, 1999), hat zur Entwicklung TRAIL-basierter Tumortherapieansatze gefuhrt. Dabei
konnte in In-vivo-Studien gezeigt werden, dass rekombinantes TRAIL und agonistische,
Rezeptor-spezifische Antikérper gegen TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 im Gegensatz zu
anderen Todesliganden wie CD95L oder TNFa zu keiner systemischen Toxizitat fihren,
insbesondere keiner gesteigerten Hepatotoxizitdt mit Leberversagen (Humphreys &
Halpern, 2008; Ichikawa et al., 2001; Walczak et al, 1999). Diese Beobachtung
zusammen mit der Eigenschaft von TRAIL, Apoptose auch in p53-mutierten Zellen zu
induzieren bzw. auch in Chemotherapie-resistenten Tumoren effektiv Apoptose
auszultsen (Ashkenazi & Herbst, 2008; Humphreys & Halpern, 2008; Mahalingam et al.,
2009; Ravi et al., 2004), lasst TRAIL-basierte Therapien als eine hoffnungsvolle Option zur
Behandlung von Krebspatienten erscheinen. Daher werden rekombinantes TRAIL sowie
agonistische anti-TRAIL-R1 und anti-TRAIL-R2 spezifische Antikorper, insbesondere in

Kombination mit unterschiedlichen Chemotherapeutika, bereits zur Behandlung
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verschiedener Tumorentitdten in Phase |-l klinischen Studien getestet (Micheau et al.,
2013; Wiezorek at al., 2010).

In den letzten Jahren wurde allerdings auch deutlich, dass TRAIL neben der Induktion der
Apoptose auch zahlreiche andere zellulare Effekte stimulieren kann. Insbesondere in
TRAIL-resistenten Tumorzelllinien bzw. Tumoren kann eine systemische Gabe von TRAIL
unter anderem durch Aktivierung von NF-kB, AKT, MAPKs und PKC zu einer gesteigerten
Expression von proinflammatorischen und invasionsférdernden Proteinen fihren und
damit die Metastasierung, Inflammation und Invasion in vivo férdern (Hoogwater et al.,
2010; Ishimura et al., 2006; Siegmund et al., 2007; Trauzold et al., 2006).

Die Beobachtung, dass die beiden TRAIL-Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in
Tumoren im Vergleich zum jeweiligen Normalgewebe vermehrt exprimiert werden (Ganten
et al.,, 2009; Leithner et al.,, 2009; Macher-Goeppinger et al., 2009; Mahalingam et al.,
2008; Oikonomou et al., 2009; Sanlioglu et al., 2007; Spierings et al., 2003), bietet nicht
nur ein attraktives Ziel fir den klinischen Einsatz von TRAIL, sondern lasst auch vermuten,
dass eine gesteigerte Expression dieser Proteine einen Vorteil fiir Tumorzellen darstellt.
Entsprechend konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte Expression von TRAIL-R2 bei
Patienten mit Nierenzellkarzinomen, NSCLC und Brustkrebs mit einer schlechteren
Prognose korreliert ist (Ganten et al., 2009; Macher-Goeppinger et al., 2009; Spierings et
al., 2003).

Somit ist ein fundierteres Verstandnis der zellularen Funktionen von TRAIL und seinen
beiden Todesrezeptoren fur die Entwicklung rationaler, sicherer TRAIL-basierter

Tumortherapien notwendig.

1.4 Identifizierung moglicher neuer Interaktionspartner von TRAIL-R2

Das TRAIL/TRAIL-Rezeptorsystem ist das einzige Todesrezeptorsystem mit zwei
Todesrezeptoren, wobei nicht genau geklart ist, ob die beiden Rezeptoren
unterschiedliche zellulare Funktionen ausuben oder funktionell redundant sind
(Falschlehner et al.,, 2007). Diese Fragestellung wurde bereits von mehreren
Arbeitsgruppen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass TRAIL-R2 in
unterschiedlichen Tumorzelllinien fir die Induktion der Apoptose hauptverantwortlich ist
(Ichikawa et al, 2001; Kelley et al., 2005). Andere Arbeitsgruppen haben hingegen TRAIL-

R1 als entscheidenden Rezeptor fur die TRAIL-induzierte Apoptose identifiziert (Lemke et
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al., 2010; MacFarlane et al., 2005). So haben Lemke et al. nachgewiesen, dass in
Pankreasadenokarzinom-Zelllinien die Apoptose tUber TRAIL-R1 vermittelt wird (Lemke et
al, 2010). Eine mdgliche Ursache fir die unterschiedliche Bedeutung der beiden
Rezeptoren in den untersuchten Zelllinien kann in der Interaktion mit verschiedenen
Proteinen bestehen. Daher wurden in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. Anna
Trauzold TRAIL-R1- und TRAIL-R2-Komplexe in unstimulierten Panc89-Zellen mittels
MALDI TOF Massenspektrometrie analysiert. Hierbei konnten Uberraschenderweise
mehrere am Splicing und der posttranskriptionellen Genregulation beteiligte Kernproteine,
unter anderem p68, NF45 und hnRNPA1, als mdgliche neue Interaktionspartner von
TRAIL-R2 identifiziert werden.

Die nukledre RNA-Helikase p68 gehort zur Familie der DEAD-Box RNA-Helikasen. Sie
kann ATP-abhédngig RNA/RNA- und RNA/Protein-Interkationen dissoziieren und ist in
verschiedene Prozesse des RNA-Metabolismus involviert (Yang et al., 2005). Sie spielt
eine wichtige Rolle in einer Vielzahl biologischer Prozesse, wie zum Beispiel der
Zellproliferation und der friihen Organentwicklung (Stevenson et al., 1998). Eine vermehrte
Expression konnte in unterschiedlichen Tumorentitditen nachgewiesen werden und wird
mit der Tumorprogression sowie der Transformation von Zellen in Zusammenhang
gebracht (Causevic et al., 2001; Wei & Hu, 2001).

NF45 wird vom ILF2-Gen kodiert und wurde urspringlich zusammen mit seinem
Interaktionspartner NF90 als Sequenz-spezifischer DNA-bindender Komplex identifiziert,
der die Expression von Interleukin-2 (IL-2) reguliert (Corthésy et al., 1994). Inzwischen
konnte gezeigt werden, dass beide Proteine im Zellkern als RNA- und DNA-bindende
Proteine fungieren und an der Regulation der Genexpression unterschiedlicher Proteine
beteiligt sind sowie vermutlich an der Zellproliferation (Guan et al., 2008). Die genaue
Funktion von NF45 ist allerdings noch nicht geklart.

HNRNPAL gehort zur Familie der heterogenen nukledren Ribonukleoproteine und besitzt
verschiedene Isoformen, die sowohl durch alternatives SpleiRen als auch durch
posttranslationale Modifikation entstehen (Carpenter et al., 2006; Riva et al, 1986). Als
nukleo-zytoplasmatisches Shuttle-Protein ist es in verschiedene Prozesse des mRNA-
Metabolismus involviert (Michlewski & Céceres, 2010) und eine gesteigerte Expression
konnte in unterschiedlichen Tumorentitaten nachgewiesen werden (Pino et al, 2003;
Ushigome et al., 2005).
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Die gemeinsame Funktion der moglichen neuen TRAIL-R2-Interaktionspartner p68, NF45
und hnRNPAL besteht darin, dass sie alle am grof3en Mikroprozessor-Komplex (Gregory
et al., 2004) sowie der Regulation der Biogenese der miRNA let-7 (Michlewski & Caceres,
2010; Salzmann et al., 2007; Sakamoto et al., 2009) beteiligt sind.

1.5 Biogenese von microRNAs

MIiRNAs sind evolutiondr konservierte, kleine, nicht-kodierende RNAs, die in den 90er
Jahren entdeckt wurden (Lee et al, 1993). Sie regulieren die Genexpression
posttranskriptionell, indem sie an die 3'UTR der mRNA ihrer Zielproteine binden und in
Abhangigkeit von ihrer Komplementaritdt entweder zu deren Degradation oder zur
Hemmung der Translation fuhren (Filipowicz et al., 2008). Inzwischen wurden fast 2000
humane miRNAs identifiziert, die in der miRNA Datenbank miRBase aufgelistet sind
(Koturbash et al, 2010). Da jede miRNA die Expression mehrerer Zielproteine
beeinflussen kann, wird davon ausgegangen, dass bis zu 30 % aller Protein-kodierenden
humanen Gene durch miRNAs reguliert werden (Lewis et al., 2005). Somit stellen miRNAs
die gro3te Klasse an negativen Genregulatoren dar, die an unterschiedlichen biologischen
Prozessen wie der Differenzierung, Entwicklung, Zellproliferation und Apoptose beteiligt
sind (Esquela-Kerscher & Slack, 2006 ,Park & Peter, 2008;). Entsprechend ist eine
Dysregulation ihrer Expression mit unterschiedlichen Erkrankungen assoziiert, unter
anderem mit Krebs. Dabei werden miRNAs, die in die Karzinogenese involviert sind, als
Oncomirs bezeichnet und kénnen sowohl als Tumorsuppressoren als auch als Onkogene
fungieren (Esquela-Kerscher & Slack, 2006).

MIiRNAs sind innerhalb der Introns Protein-kodierender RNAs oder innerhalb der Introns
oder Exons nicht-Protein-kodierender RNAs lokalisiert (Park & Peter, 2008). Ungefahr 36
% aller bekannten miRNAs sind in Clustern angeordnet, die zusammen als transkriptonelle
Einheit oder Polycistron transkribiert werden (Koturbash et al., 2010). Die meisten fir
MiRNAs kodierenden Gene werden dabei durch die Polymerase Il in sogenannte pri-
MiRNAs transkribiert, in der die eigentlichen Vorlaufer haarnadelférmige Schleifen
(hairpins) ausbilden (Cullen, 2004). Noch im Zellkern erfolgt die Prozessierung der pri-
MiRNAs durch den als Mikroprozessor-Komplex bezeichneten Multiproteinkomplex,
dessen Kernkomponenten die RNase Ill Drosha und ihr Kofaktor DGCRS8 sind, welcher
doppelstrangige RNA bindet (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al, 2004). Als

weitere Komponenten des groRen Mikroprozessor-Komplexes wurden p68, NF45, NF9O0
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und hnRNPAL identifiziert (Gregory et al, 2004). Der Komplex spaltet die
Haarnadelschleife an ihrer Basis, wodurch die 60-70 Nukleotide langen pre-miRNAs
entstehen (Lee et al.,, 2003), die dann Uber den Ran-GTP-abhéngigen Transporter
Exportin-5 ins Zytoplasma exportiert werden (Yi et al.,, 2003). Dort erfolgt eine zweite
Prozessierung durch die RNase Il Dicer zu reifen miRNA-Duplices, die ungefahr 20 bis 22
Nukleotide lang sind (Bernstein et al., 2001; Hutvagner et al, 2001). Durch Interaktion mit
dem Protein PACT werden die Proteine Argonaut 2 (Ago2) und TRBP rekrutiert und damit
der als miRNA-induced silencing complex (RISC) bezeichnete Ribonukleoproteinkomplex
ausgebildet (Hammond et al., 2001; Gregory et al., 2005). Im RISC wird einer der beiden
miRNA-Strange degradiert und der andere sogenannte Leitstrang hybridisiert mit der
3'UTR komplementdrer mRNA. Bei nahezu perfekter Komplementaritdt wird die
hybridisierte mMRNA durch Ago2 degradiert, bei partieller Komplementaritat wird hingegen
die Translation gehemmt (Lai, 2002).
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Abbildung 2: Biogenese von miRNAs

Dargestellt sind die Biogenese und die Wirkmechanismen von miRNAs. Die fir die miRNAs
kodierenden Gene werden primdr durch die Polymerase Il in pri-miRNAs transkribiert und im
Zellkern durch den Mikroprozessor-Komplex zu pre-miRNAs prozessiert, die dann Uber Exportin-5
ins Zytoplasma transportiert werden. Hier erfolgt die Prozessierung durch Dicer zu reifen miRNAs-
Duplices, deren Leitstrang in den RISC inkorporiert wird. Dieser hybridisiert mit der 3’'UTR seiner
Ziel-mRNA und fiuhrt bei partieller Komplementaritat zur Hemmung der Translation, bei perfekter
Komplementaritdt hingegen zur Degradation der mRNA. Genauere Erlauterungen vgl.
Textabschnitt 1.5 (Quelle: Castanotto & Rossi, Nature, 2009; modifiziert).

1.6 Let-7

Lethal-7, kurz let-7 genannt, ist eine der am besten untersuchten miRNA-Familien, die als
zweite miRNA im Wurm Caenorhabditis elegans entdeckt wurde (Reinhart et al., 2000).
Das humane Genom umfasst dabei 13 let-7 Familienmitglieder, die alle evolutionar hoch
konserviert sind (Pasquinelli et al., 2000). Zu den Ziel-mRNAs von let-7 gehdren mRNAs,
die fur Regulatoren mitogener Sighalwege wie z.B. Ras, HMGA2, IMP-1 und c-myc
kodieren (Barh et al., 2010). Die Expression von let-7 wird wéhrend der Embryogenese
hochreguliert und in differenzierten, adulten Geweben wird dann ein konstant hohes

Expressionsniveau aufrechterhalten (Boyerinas et al., 2010). In unterschiedlichen
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Tumorentitaten konnte eine verminderte Expression von let-7 nachgewiesen werden,
wobei durch eine Wiederherstellung des normalen Expressionslevels ein Fortschreiten der
Tumorigenese aufgehalten werden konnte. Dementsprechend agiert let-7 als
Tumorsuppressor sowie als Regulator der terminalen Differenzierung und Apoptose (Barh
et al., 2010).

Die als mogliche neue TRAIL-R2-Interaktionspartner identifizierten Proteine p68, NF45
und hnRNPA1 fungieren als Regulatoren der Biogenese von let-7. Dabei konnte gezeigt
werden, dass p68 die Reifung von let-7 férdert (Salzmann et al., 2007), wohingegen NF45
sowie hnRNPAL1 die Prozessierung von pri-let-7 zu pre-let-7 hemmen und damit negative
Regulatoren der Biogenese von let-7 darstellen (Michlewski & Caceres, 2012; Sakamoto
et al., 2009).

1.7 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Alle bislang bekannten Funktionen der beiden TRAIL-Todesrezeptoren TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 beruhen auf ihrer Fahigkeit, nach Bindung ihres natirlichen Liganden TRAIL
oder agonistischer, Rezeptor-spezifischer Antikdrper apoptotische oder nicht-apoptotische
Signalwege zu aktivieren (Falschlehner et al.,, 2007). Voraussetzung hierfir ist die
Expression der beiden Rezeptoren auf der Plasmamembran. Daneben wurden beide
TRAIL-Todesrezeptoren bereits intrazellular nachgewiesen (Ganten et al., 2009; Macher-
Goeppinger et al., 2009; Oikonomou et al., 2009; Sangioglu et al., 2007; Spierings et al.,
2003), wobei die Relevanz dieser Beobachtung bislang noch nicht untersucht worden ist.
Fir ein besseres Verstandnis der physiologischen und pathophysiologischen Funktionen
des TRAIL-Rezeptorsystems sowie fir die Entwicklung einer rationalen TRAIL-basierten
Therapie ist es allerdings unumgénglich zu verstehen, welche biologischen Funktionen
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 intrazellular ausiiben.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es daher zunachst, die intrazellulare Verteilung der
beiden  TRAIL-Todesrezeptoren in  unterschiedlichen  Tumorzelllinien  mittels
Immunfluoreszenz und konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (LSM) zu betrachten.
AuRBerdem soll die von der Arbeitsgruppe in unbehandelten Panc89-Zellen identifizierte
Interaktion von TRAIL-R2 mit p68, NF45 und hnRNPA1 in einer weiteren Zelllinie mittels
Immunprézipitationsversuchen und Immunfluoreszenz-basierten Kolokalisationsstudien

verifiziert werden. Sollte dies gelingen, soll in einem weiteren Schritt Gberprift werden, ob
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diese Interaktion im Zellkern stattfindet, da es sich bei p68, NF45 und hnRNPA1 um
nukleare Proteine handelt. Aufgrund der Tatsache, dass die mdglichen neuen
Interaktionspartner von TRAIL-R2 Bestandteile des groRen Mikroprozessor-Komplexes
sind, soll dann untersucht werden, ob die beiden TRAIL-Todesrezeptoren ebenfalls mit
den Kernproteinen dieses Komplexes, Drosha und DGCRS8, assoziiert sind.

Um die Bedeutung einer konstitutiven intrazellularen Expression von TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 untersuchen zu kdénnen, soll die Expression beider Rezeptoren mittels siRNA
herrunterreguliert werden. Daflir muss zunachst ein entsprechendes Transfektionsmodell
etabliert werden. Mit diesem soll des Weiteren die Frage geklart werden, ob die beiden
TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern genau wie p68, NF45 und hnRNPA1l an der
Regulation der Biogenese von let-7 beteiligt sind.

Auf diese Weise soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag flr ein besseres Verstandnis der
zellularen Funktionen der beiden TRAIL-Todesrezeptoren leisten, indem die Bedeutung
ihrer intrazellularen Lokalisation untersucht wird sowie mdégliche neue Funktionen dieser

Rezeptoren identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden sind alle verwendeten Puffer, Losungen, Antikdrper, Kits, Gerdte sowie alle

ubrigen Materialien aufgefihrt.

2.1.1 Puffer und Lésungen

Die fur die Zelllyse verwendeten Puffer wurden jeweils mit einem Protease- und

Phosphataseinhibitor versetzt, um einen Verdau der Proteine zu verhindern.

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung Mengenangabe
Anodenpuffer 1fach NativePAGE Running Buffer (20X) 5% viv
Blotting-Puffer 1fach Methanol 20 % viv
Glycin 190 mM
TRIS Base 100 mM
EMSA-I-Puffer DTT 1mM
EDTA 0,2 mM
HEPES pH 7 10 mM
KCI 10 mM
IP-Lysepuffer(fir Ganzzelllysate) Glycerol 1% viv
NacCl 120 mM
TRIS Base pH 7,4 30 mM
Triton X-100 1% viv
Kern-Lyse-Puffer (fir Kernextrakte) | Glycerol 1% viv
NacCl 120 mM
TRIS Base pH 7,4 30 mM
NP-40 0,5 % viv
Kathodenpuffer 1fach NativePAGE Running Buffer (20X) 5% viv
NativePAGE Cathode Buffer Additive | 5 %v/v
(20X)
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Laufpuffer 1fach Glycin 192 mM
SDS 1% viv
TRIS Base pH 7,4 25 mM
Lammli-Probenpuffer 4fach Bromphenolblau 0,02 % wiv
DTT 200 mM
Glycerol 40 %
TRIS HCI pH 6,8 250 mM
SDS 8 % wiv
Nativer-Lyse-Puffer Digitonin 1 %viv
NativePAGE Sample Puffer 1 %viv
Polysomenpuffer NP40 0,5 % HEPES pH 7 10 mM
KCI 150 mM
MgCl, 5 mM
NP40 0,5 % viv
RIPA-Puffer TRIS Base pH 7,4 50 mM
NacCl 150 mM
NP-40 1% viv
Na-Desoxycholat 1% wliv
SDS 0,2 % wiv
TBS 1fach NaCl 140 mM
TRIS Base pH 7,4 20 mM
TBS-T 1fach NacCl 140 mM
TRIS Base pH 7,4 20 mM
Tween 20 0,1 % viv
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2.1.2 Kits

Tabelle 2: Verwendete Kits mit Herstellernachweis

Bezeichnung Hersteller

Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare Europe  GmbH,
Munchen

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection | GE  Healthcare  Europe  GmbH,

Reagents Munchen

DC Protein Assay Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

mirVana miRNA Isolation Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Bonn

DharmaFECT 1 siRNA Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific, Bonn

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit

Invitrogen, Karlsruhe

SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific, Bonn

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix

Fermentas GmbH, St.-Leon-Rot

2.1.3 siRNAs

Tabelle 3: Verwendete siRNAs mit Herstellernachweis

SiRNA

Artikelnummer

Hersteller

ON-TARGETplus Non-targeting Pool (Kontroll-siRNA)

D-001810-10-20

Thermo Fisher

Scientific, Bonn

TNFRSF10A (TRAIL-R1) ON-TARGETplus SMART pool L-008090-00- Thermo Fisher
0020 Scientific, Bonn
TNFRSF10B (TRAIL-R2) ON-TARGETplus SMART pool L-004448-00- Thermo Fisher
0020 Scientific, Bonn
Let7 knockdown Custom LNA Oligonucleotide (5°-| 500100 Exiqon,
A+ACTATG+CA+ACC+TACT+A+C+C+TCA) Déanemark
mMiRCURY LNA microRNA Inhibitor Control 199004-00 Exiqon,

Danemark



http://www.piercenet.com/products/browse.cfm?fldID=01041102
http://www.piercenet.com/products/browse.cfm?fldID=01041102
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2.1.4 Primer

Tabelle 4: Verwendete Primer mit Herstellernachweis

Primer | Sequenz Hersteller

HMGA?2 | Vorwarts: 5-AAAGCAGC-TCAAAAGAAAGCA-3’; Rickwarts: 5- | Eurofins MWG
TGTTGTGGCCATTTCCTAGGT-3’ GmbH, Ebersberg

GAPDH | Vorwarts: 5-GGCGTCTTCACCACCATGGAG-3’; Ruckwarts: 5'- | Eurofins MWG
AAGTTGTCAT-GGATGACCTTGGGC-3 GmbH, Ebersberg

2.1.5 TagMan MicroRNA Assays

Tabelle 5: Verwendete microRNA Assays mit Herstellernachweis

Primerpool Assay-ID Hersteller

Hsa-let-7a RT000377; TM000377 Applied Biosystems, Darmstadt
Hsa-let-7b RT002619; TM002619 Applied Biosystems, Darmstadt
Hsa-let-7¢ RT000379; TM000379 Applied Biosystems, Darmstadt
Hsa-let-7d RT002283; TM002283 Applied Biosystems, Darmstadt
Hsa-let-7g RT002282; TM002282 Applied Biosystems, Darmstadt
GAPDH HS_ 99999905 m1 Applied Biosystems, Darmstadt

2.1.6 Antikorper fur die Immunprazipitation

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper fur die Immunpréazipitation mit Herstellernachweis

Priméarant

ikdrper Wirt Hersteller

HGS-ETR1 (Mapatumumab) Mensch | Human Genome Sciences Inc., UK

HGS-ETR2 (Lexatumumab) Mensch | Human Genome Sciences Inc., UK
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2.1.7 Antikorper fur Western Blot Analyse

Tabelle 7: Verwendete Primarantikdrper fir Western Blot Analysen

Primarantikdrper | Wirt Verdinnung | Hersteller Katalog
Nummer
Anti-a-Tubulin Kaninchen | 1:50.000 Epitomics, Hamburg 1878-1
Anti-R-Actin Maus 1:50.000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | A5441
Munchen
Anti-DGCRS8 Kaninchen | 1:1000 Protein Tech Group, USA 10996-1-AP
Anti-Drosha Kaninchen | 1:500 Abcam Inc., UK ab12286
Anti-HMGA2 Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling, vertrieben durch | 5269
New England Biolabs, Frankfurt
a.M.
Anti-HMGA2 Maus 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, | sc-130024
Heidelberg
Anti-hnRNPA1 Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling, vertrieben durch | 4296
New England Biolabs, Frankfurt
a.M.
Anti-hnRNPA1 Maus 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, | sc-32301
Heidelberg
Anti-NF45 Kaninchen | 1:1500 Abcam Inc., UK ab28772
Anti-NF90 Kaninchen | 1:1000 Atlas Antibodies, Schweden HPA001897
Anti-Lamin A/C Kaninchen | 1:2000 Cell Signaling, vertrieben durch | 2032
New England Biolabs, Frankfurt
a.M.
Anti-Lamin A Kaninchen | 1:2000 Abcam Inc., UK ab26300
Anti-LIN28B Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling, vertrieben durch | 4196
New England Biolabs, Frankfurt
a.M.
Anti-p68 Maus 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, | 81350
Heidelberg
Anti-TRAIL-R1 Kaninchen | 1:1000 Millipore GmbH, Schwalbach 16955
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling, vertrieben durch | 3696
New England Biolabs, Frankfurt
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a.M.
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen | 1:4000 ProSci Inc., Lérrach 2010
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen | 1:1000 Atlas Antibodies, Schweden HPA 023625
Tabelle 8: Verwendete Sekundéarantikérper fir Western Blot Analysen
Sekundéarantikorper Wirt | Verdinnung | Hersteller Katalog
Nummer

Anti-Maus 1gG, HRP- | Ziege | 1:3000 Cell Signaling, vertrieben durch | 7076
gekoppelt New England Biolabs, Frankfurt

a.M.
Anti-Mensch 1gG, HRP- | Ziege | 1:10.000 Jackson ImmunoResearch | 109-036-
gekoppelt Laboratories Inc., Hamburg 064
Anti-Kaninchen I9G, | Ziege | 1:3000 Cell Signaling, vertrieben durch | 7074
HRP-gekoppelt New England Biolabs, Frankfurt

a.M.
Anti-Ziege 1gG, HRP- | Affe 1:3000 Santa Cruz  Biotechnology, | sc-2304
gekoppelt Heidelberg
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2.1.8 Antikorper far Immunfluoreszenz

Tabelle 9: Verwendete Primarantikdrper fur die Immunfluoreszenz

Primarantikdrper | Wirt Verdinnung | Hersteller Katalog
Nummer

Anti-DGCRS8 Kaninchen | 1:125 Protein Tech Group, USA 10996-1-AP

Anti-Drosha Kaninchen | 1:150 Abcam Inc., UK Ab12286

Anti-hnRNPA1 Maus 1:250 Santa Cruz Biotechnology, | Sc-32301
Heidelberg

Anti-NF45 Kaninchen | 1:600 Abcam Inc., UK Ab 28772

Anti-NF90 Kaninchen | 1:500 Atlas Antibodies, Schweden HPA001897

Anti-p68 Kaninchen | 1:600 Abcam, UK 21696

Anti-TRAIL-R1 Mensch 1:500 Human Genome Sciences, | HGS-ETR1
UK

Anti-TRAIL-R2 Mensch 1:1000 Human Genome Sciences, | HGS-ETR2
UK

Tabelle 10: Verwendete Sekundéarantikorper fur die Immunfluoreszenz

Sekundarantikérper Wirt | Verdinnung | Hersteller Katalog Numer
Alexa-Fluor 488 anti-mouse 1gG | Ziege | 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe | A-11008
Alexa-Fluor 488 anti-rabbit IgG Ziege | 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe | A-11003
Alexa-Fluor 546 anti-human I1gG | Ziege | 1:200 Invitrogen, Karlsruhe | A-11013

Tabelle 11: Fluoreszenzfarbstoffe und ihre spektralen Eigenschaften

Fluoreszenz-Farbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe
Alexa-Fluor 488 495 nm 519 nm Griun
Alexa-Fluor 546 556 nm 573 nm Rot
Hoechst 33342 350 nm 461 nm Blau
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2.1.9 Chemikalien

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien mit Herstellernachweis

Chemikalien

Hersteller

Accutase

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Aqua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Bromphenolblau

LKB Bromma, Schweden

BSA (Rinderserumalbumin)

Biomol GmbH, Hamburg

Casyton LOsung

Schéarfe System, Reutlingen

Acid Phenol (ChCls)

Applied Biosystems, Darmstadt

Coomassie Brilliant Blue G 250 SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Complete Mini Protease-Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Curix 60 Developer G153 A und B Agfa, Gera

Curix 60 Rapid Fixer G354 Agfa, Gera

ddH,O Millipore Reinstwasseranlage
Digitonin Invitrogen, Karlsruhe
DPBS 1fach Invitrogen, Karlsruhe

DPBS 10fach

Invitrogen, Karlsruhe

DTT (Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fetales Kalberserum

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Glutamat 100fach

Invitrogen, Karlsruhe

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karsruhe

HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Hoechst Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

IS Mounting Medium

Dianova, Hamburg

Isopropanol

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck KGaA, Saarbriicken

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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NativeMark Unstained Protein Standard

Invitrogen, Karlsruhe

NativePAGE Cathode Buffer Additive 20X

Invitrogen, Karlsruhe

NativePAGE Running Buffer 20X

Invitrogen, Karlsruhe

NativePAGE 5 % G-250 Sample Additive

Invitrogen, Karlsruhe

NativePAGE Sample Puffer

Invitrogen, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

J.T. Baker, Niederlande

Natrium-Deoxycholat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Rotistock 20 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natrium-Dodecylsulfat

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumpyruvat

Invitrogen, Karlsruhe

Nonidet P-40 (Igepal CA 630)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Opti MEM Kulturmedium

Invitrogen, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Protein G Sepharose Beads 4 Fast Flow

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

RNase A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

RNasin (RNase Inhibitor)

Promega, Mannheim

RPMI 1640 Kulturmedium

Invitrogen, Karlsruhe

Salzsaure 25 %

Merck KGaA, Darmstadt

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

TRIS Base, Ultrol Grade

Merck KGaA, Darmstadt

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Trypsin 10fach

Invitrogen, Karlsruhe

Tween 20

Merck KGaA, Darmstadt
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2.1.10 Gerate und weitere Materialien

Tabelle 13: Verwendete Geréate und sonstige Materialien mit Herstellernachweis

Gerate & weitere Materialien

Typbezeichnung

Hersteller

Blottingkammer

Mini Trans Blot Cell

Bio-Rad
GmbH, Miinchen

Laboratories

Combitips Plus

5ml

Eppendorf, Hamburg

Deckglaser

Durchmesser 18 mm

Th. Geyer, Renningen

Dounce Homogenisator Pestle B

Tissue Grind Tube und

Pestle 2 ml; 7 ml

Gerresheimer Kimble

ECL- Chemiluminiszenz-Film

Hyperfilm

GE Healthcare
GmbH, Miinchen

Europe

Eppendorffraktionsgefalie

0.5ml;1ml; 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Falkon-Rohrchen 15 ml; 50 ml Sarstedt, Nimbrecht

Fast Real-Time PCR System 7900HT Applied Biosystems,
Darmstadt

Filmentwickler Curix60 Agfa, Gera

Kapillarspitzen 200 pl Biozym Scientific GmbH,
Oldendorf

Konfokales Laser Scanning Mikroskop | LSM510 Carl Zeiss Jena, Jena

Kuhlzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg

Microloader Eppendorf, Hamburg

Mikroplatten-Lesegerat (Photometer) Sunrise Tecan Trading AG,
Schweiz

Mikroskop Axiovert 135 Carl Zeiss AG,
Oberkochen

Millipore Reinstwasseranlage Milli-Q Millipore GmbH,
Schwalbach

Nanadrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific,

USA

NativPAGE Novex 4-16 %
Gel

Bis-TRIS

1 mm x 10 well

Invitrogen, Karlsruhe

Obijekttrager

Super-Frost Ultra Plus

Thermo Fisher Scientific,
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Bonn

Petrischalen

GrofRe 150 mm x 20 mm

Sarstedt, Nimbrecht

PVDF-Membran Immobilion-P Millipore GmbH,
Schwalbach

Real time PCR System StepOne Applied Biosystems,
Darmstadt

SDS-PAGE Gelkammer

Novex Mini Cell

Invitrogen, Karlsruhe

Serologische Pipetten

5ml; 10 ml; 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Sonifiziergerat

PG.1029

MSE, UK

Spannungsgeber

Standard Power Pack P25

Biometra GmbH,

Gottingen

Thermoblock

Thermomixer Kompakt

Eppendorf, Hamburg

Thermocycler

Personal Cycler

Biometra GmbH,

Gottingen

Tischzentrifuge

Mini Spin Plus

Eppendorf, Hamburg

TRIS-Glycin-Gel 4-20 %

1 mm x 10 well

Invitrogen, Karlsruhe

Ultrazentrifuge TL100

Rotor TLA-100

Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld

Ultrazentrifuge Optima XL-80

Rotor SW28Ti; Rotor

SW6O0Ti

Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld

Vortexer

Vortex Genie 2

Scientific Industries Inc.,
USA

Whatman Chromatographie Papier

Dicke 3 mm

Whatman GmbH, Dassel

Zellschaber

25cm; 39 cm

Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturflaschen

T25,T75,T175

Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturplatten

6-/12-/96-Loch-Platten

Sarstedt, NiUmbrecht

Zellzahlmessgeréat

Casy1TT

Schérfe System,

Reutlingen

Zellkulturzentrifuge

Rotina 48 R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifugenréhrchen

GroBen: 7 mm x 20 mm; 11
mm x 60 mm; 16 mm x 102

mm

Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurde in erster Linie mit der humanen Pankreasadenokarzinom-Zelllinie
Pancl gearbeitet. Des Weiteren wurden auch die humanen Tumorzelllinien Panc89,

BxPC3 (Pankreasadenokarzinom) sowie HCT116 (Kolonkarzinom) untersucht.

2.2.2 Zellkultur
Alle Zellen wurden in T25, T75 oder T175 Zellkulturflaschen mit RPMI 1640 Kulturmedium,

das mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS), 1mM Natriumpyruvat sowie 1mM Glutamat
versetzt wurde, im Brutschrank bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % und
einem CO,-Gehalt von 5 % Kkultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte zwei- bis
dreimal wochentlich bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 80-90 %, um ein
einschichtiges, adharentes Wachstum zu gewahrleisten. Hierfir wurde zunachst das
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 37°C-warmen PBS gewaschen und anschlieRend
mit Trypsin versetzt. Infolge der Behandlung mit Trypsin, einer Serinprotease, kam es zur
Spaltung der Adhasionsproteine, so dass sich die Zellen nach einer Inkubation von ca. 10
min im Brutschrank durch leichtes Klopfen vom Boden der Zellkulturflasche I6sen lief3en.
Nach Resuspendierung der Zellen wurden diese mit aquivalenten Mengen Kulturmedium
versetzt, um die Aktivitat des Trypsins durch das enthaltene FCS zu stoppen und so einen
Verdau der Zellen zu verhindern. AnschlieBend wurden die Zellen 4 min bei
Raumtemperatur (RT) mit 1420 rpm abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die
Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension konnte nun im
jeweils gewilnschten Teilungsverhéltnis auf neue Flaschen verteilt werden.

Bei einigen Versuchen wurde anstelle von Trypsin Accutase verwendet, um die Zellen
schonender abzuldsen.

Fur die Zellzdhlung wurden 25 pl der Zellsuspension in 5 ml Casyton Lé&sung
aufgenommen, die Zellzahl mittels Casy-Zahlgerat bestimmt und die Zellen entsprechend

des jeweiligen Versuches auf 6-Loch-Platten ausgesat.

2.2.3 Herstellung von Ganzzelllysaten mittels RIPA-Puffer
Fur die Zelllyse mittels RIPA-Puffer wurde zunachst der Uberstand der auf 6-Loch-Platten
kultivierten Zellen abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und

die Platten dann auf Eis gestellt. Entsprechend der Konfluenz der Zellen wurde zu diesen
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zwischen 100 pl (Zelldichte 50 %) und 200 pl (Zelldichte 90-100 %) RIPA-Puffer
hinzupipettiert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und anschlie3end bei -80°C fur
mindestens eine h eingefroren, um eine effektive Lyse zu garantieren. Nach Auftauen der
Zellen auf Eis wurden diese mit Hilfe des Zellschabers abgeltst, in ein Eppendorf-
Rohrchen dberfuhrt, 10 sec lang sonifiziert, um enthaltene DNA zu fragmentieren und
anschlieRend bei 4°C fir 15 min mit 13.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (fertiges
Lysat) wurde in ein neues Eppendorf-Réhrchen dberfiihrt und die Proteinkonzentration

mittels Pierce-Assay bestimmt. Die fertigen Lysate wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4 Herstellung von Gesamtzelllysaten mittels IP-Lysepuffer

Die Zellen wurden auf einer Petrischale (Durchmesser 10 cm) ausgesat und nach 24 h
lysiert, wobei die Konfluenz der Zellen ca. 70-90 % betrug. Hierfur wurde zun&chst das
Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschliel3end 4 ml IP-Lysepuffer pro Petrischale hinzugeftigt. Die Zellen wurden mit dem
Zellschaber abgekratzt, in ein Falkon-Réhrchen uberfihrt und 20 min auf Eis inkubiert,
wobei der erfolgreiche Zellaufschluss mikroskopisch kontrolliert wurde. Das Zelllysat
wurde anschlieend auf 2 ml-Eppendorf-Rohrchen aufgeteilt und bei 4°C 30 min lang mit
13.200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Roéhrchen uberfuhrt und die
Proteinkonzentration mittels DC-Proteinassay bestimmt. Die Lysate wurden in der Regel

direkt flr die Immunprézipitation verwendet und ansonsten bei -80°C gelagert.

2.2.5 Herstellung von Kern- und Zytosolextrakten

Die Zellen wurden in einer T175 Zellkulturflasche ausgesat und nach 24 h bei Erreichen
einer Konfluenz von 70-90 % fraktioniert. Dazu wurde zunachst das Medium abgenommen
und die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Alle weiteren Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis. Fur die Lyse der Zellmembran wurden die Zellen mit 4 ml EMSA-I-Puffer,
einem hypotonischen Puffer, versetzt, mit einem Zellschaber abgelést und in 2 ml-
Eppendorf-Rohrchen Uberfiihrt. Nach Zentrifugation fir 6 min bei 4°C und 13.000 rpm
wurde der Uberstand in ein neues Roéhrchen uberfiihrt. Durch erneute Zentrifugation bei
4°C flr 30 min mit 13.200 rpm (Rotor: 5415 R) bzw. bei Ultrazentrifugation mit 27.500 rpm
(Rotor: SW28Ti; entsprechend 100.000 rcf) konnte die l6sliche Zytosolfraktion gewonnen
werden, die dann mit 3 M KCI auf eine Endkonzentration von 150 mM KCI eingestellt

wurde, um eine der Kernfraktion entsprechende Salzkonzentration zu erhalten.
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Die Ubriggebliebenen Zellpellets wurden zunachst dreimal mit EMSA-I-Puffer gewaschen,
zwischendurch jeweils fiir 6 min bei 4°C mit 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
jedes Mal verworfen, um sicher zu stellen, dass die gesamte zytosolische Fraktion entfernt
wurde. Fir die Lyse der Kerne wurde das Pellet in 500 ul Polysomenpuffer (ohne NP-40),
der mit RNasin (100U/ml) versetzt wurde, resuspendiert, dreimal 5 sec auf Eis sonifiziert
und anschlieRend zehnmal mit einem Douncer homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 4°C
fur 30 min mit 13.200 rpm (Rotor: 5415 R) bzw. bei Ultrazentrifugation mit 33.500 rpm
(Rotor: SW60Ti) wurde die Kernfraktion bzw. die nur losliche Kernfraktion in ein neues
Rohrchen dberfuhrt. Anschlie@end wurde die NP-40-Konzentration durch Zugabe von
Polysomenpuffer mit hohem NP-40-Gehalt (10 %) auf eine Konzentration von 0,5 %
eingestellt.

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels DC-Assay und die Proben wurden danach bei
-80°C aufbewabhrt.

2.2.6 Herstellung von Kernlysaten fir die Immunprazipitation

Fur Herstellung von Kernextrakten fiir die Immunprézipitation wurden je nach verwendeter
Zelllinie zwischen 26 und 50 Petrischalen (Durchmesser 10 cm) mit Zellen, die 24 h zuvor
ausgeséat wurden und eine Konfluenz von 70-90 % erreicht hatten, lysiert. Die Lyse der
Zellmembran erfolgte wie oben beschrieben, wobei pro Petrischale 4 ml EMSA-I-Puffer
verwendet wurde. Fir die Lyse der Kernmembran wurde anstatt des Polysomenpuffers
Kern-Lyse-Puffer (1 ml pro 8 ml verwendetem EMSA I-Puffer) benutzt, da sich hiermit zum
einen unspezifische Bindungen minimieren lieRen und zum anderen durch das Glycerol
enthaltene Komplexe stabilisiert wurden. Die Proteinbestimmung erfolgte ebenfalls mit
dem DC-Proteinassay und die Kernextrakte wurden anschlieBend unverziglich fir die

Immunprazipitation weiterverarbeitet.

2.2.7 Herstellung von nativen Kernlysaten

Die Zellen wurden in einer T175 Zellkulturflasche ausgesét und 24 h spéater bei einer
Konfluenz von 70-90 % wurden die Kernlysate extrahiert. Dafur wurden die Zellen
zunachst zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und alle weiteren Arbeitsschritte dann
auf Eis durchgefiihrt. Zur Lyse der Zellmembran wurden die Zellen mit 4 ml EMSA-I-Puffer
pro Zellkulturflasche versetzt, 5 min inkubiert, dann mit dem Zellschaber abgekratzt und in
2 ml-Eppendorf-Réhrchen tberfiihrt. Nach Zentrifugation fir 5 min bei 4°C und 13.200 rpm

wurde der Uberstand verworfen und die Zellen anschlieBend erneut zweimal mit je 1 ml
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EMSA-I-Puffer nach dem gleichen Schema gewaschen, wobei die Eppendorf-Réhrchen
vereinigt wurden. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte eine Zentrifugation fur 8 min bei
4°C mit 13.200 rpm, nach der der Uberstand vollstandig abgenommen und das Pellet in
350 ul Native-Lyse-Puffer resuspendiert wurde. Nach einer fiinfzehnminitigen Inkubation,
bei der die Proben zwischendurch immer wieder invertiert wurden, wurden sie fir 30 min
bei 4°C und 13.200 rpm zentrifugiert, der Uberstand (das native Kernlysat) in ein neues
Rohrchen Uberfiihrt und anschlieBend die Proteinkonzentration mittels Pierce-Protein-
Assay bestimmt. Die nativen Kernextrakte wurden dann unmittelbar mittels Blue Native

PAGE-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.8 Proteinbestimmung

Fur die Proteinbestimmung wurden zwei unterschiedliche Kits verwendet, wobei bei
beiden fir jede Probe eine 4fach-Bestimmung durchgefuhrt wurde. Fur die
Proteinbestimmung in RIPA-Lysaten wurde der BCA-Assay (Pierce) benutzt, fiur die
Proteinbestimmung in IP-Gesamtzelllysaten sowie Kern- und Zytosolextrakten wurde
hingegen der DC-Assay verwendet. Die Durchfihrung beider Assays erfolgte gemal
Herstellerinstruktionen, wobei die Absorption der Farbreaktion im Photometer mit

entsprechendem Programm gemessen und ausgewertet wurde.

2.2.9 Behandlung von Lysaten mit RNase und RNase-Inhibitor

Eine Immunprézipitation aus Lysaten, die mit RNase behandelt wurden, im Vergleich zu
einer aus unbehandelten Lysaten, dient der Unterscheidung, ob koprazipitierte Proteine
Uber RNA gebunden sind oder es sich um direkte Protein-Protein-Interaktionen handelt.
Fur die Behandlung des Lysates mit RNase wurde diesem pro mg Protein 57,1 ug RNase
A (stock 30 pg/ul) hinzugefiigt. Eine aquivalente Menge Lysat wurde entsprechend mit 100
U RNasin/ml (stock 40 U/ul) versetzt, um den RNA-Abbau zu verhindern. Beide Ansatze
wurden eine h bei 37°C inkubiert, dann 15 min bei 4°C mit 13.200 rpm zentrifugiert, um
ausgefallene Komplexe zu entfernen und der Uberstand anschlieRend direkt fiir die

Immunprézipitation verwendet.

2.2.10 Immunprazipitation
Diese Methode wurde verwendet, um die Komplexe von TRAIL-Rezeptoren mit anderen
Proteinen zu untersuchen. Dafiir wurden Protein-G-Sepharose Beads, kleine mit Protein-G

ummantelte Sepharosekiigelchen, verwendet, die den Fc-Teil unterschiedlicher
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Antikorperklassen binden. Durch Inkubation von Beads mit Antikdrpern gegen TRAIL-R1
bzw. TRAIL-R2 und dem jeweiligen Lysat, wurden im Lysat enthaltene TRAIL-Rezeptoren
samt daran gebundener Proteine Uber die entsprechenden Antikérper an die Beads
gebunden und somit prazipitiert. Das Ubrige Lysat sowie unspezifisch gebundene Proteine
wurden durch mehrmalige Waschschritte entfernt. Um die Proteine von den Beads zu
I6sen, wurden die Beads nach dem letzten Waschschritt in Lammli-Puffer aufgenommen
und erhitzt. Die denaturierten Proteine wurden anschlieRend von den Sepharose-Beads
abgenommen und mittels Western Blot analysiert.

Vor der Prazipitation erfolgte zuerst ein sogenanntes ,pre-clearing“ des Lysates mit dem
Ziel, Proteine, die unspezifisch an die Beads binden, zu entfernen. Dazu wurden jeweils
40 pl in 20 % Ethanol geldste Protein-G Sepharose Beads in ein 2 ml-Eppendorf-
Rohrchen pipettiert und zweimal mit dem jeweiligen Puffer (siehe oben) auf 1,5 ml
aufgefullt und mit Microloader-Spitzen trocken gesaugt. Auf die so vorbereiteten Beads
wurde dann das Ganzzell- bzw. Kernlysat gegeben und 1 h bei 4°C invertiert, dann die
Beads 1 min bei 4000 rpm abzentrifugiert und das Lysat abgenommen.

Fur die Prazipitation aus Gesamtzelllysaten wurde jeweils 900 pg Lysat mit 10 pg
Mapatumumab (Mapa) bzw. Lexatumumab (Lexa) angesetzt und mit IP-Lysepuffer auf 1,5
ml aufgefillt. Fir die Prazipitation aus Kernlysaten wurden hingegen 1,5 mg Kernlysat und
20 pg Mapa bzw. Lexa verwendet und entsprechend mit Kern-Lyse-Puffer auf 1,5 ml
aufgefillt. In beiden Fallen wurden zusatzlich Antikérperkontrollen mit analogen Mengen
der verwendeten Antikoérper und IP-Lysepuffer anstelle des Lysates angesetzt, um bei der
spateren Analyse im Western Blot die durch die Antikérper hervorgerufenen Banden
ausmachen zu konnen. Eine weitere Kontrolle, die sogenannte Beads-Kontrolle,
bestehend aus Beads und Lysat, diente dem Nachweis, inwieweit die untersuchten
Proteine auch direkt, also unspezifisch, an die Beads gebunden werden. Alle angesetzten
Proben wurden in Eppendorf-Réhrchen tber Nacht bei 4°C invertiert.

Am nachsten Tag wurden je 40 ul Protein-G Sepharose Beads in 1,5 ml-Eppendorf-
Rohrchen pipettiert, zweimal mit dem entsprechendem Puffer gewaschen und das Utber
Nacht inkubierte Lysat-Antikdrper-Gemisch auf die trocken gesaugten Beads gegeben und
anschlieRend 2 h bei 4°C invertiert. Danach wurden die Proben 1 min mit 4000 rpm
zentrifugiert (Minizentrifuge) und der Uberstand verworfen. Nach sechsmaligem Waschen
mit je 1 ml des jeweiligen Puffers wurden die Beads in 60 pl Puffer und 40 pl 4fach Lammli

resuspendiert und fir 10 min bei 80°C im Heizblock geschittelt. Nach erneuter
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Zentrifugation konnten die Uberstande mit Microloader-Spitzen von den Beads
abgenommen und in neue Eppendorf-Réhrchen Uberfiihrt werden. Die Lagerung bis zur

Auswertung mittels Western Blot erfolgte bei -20°C.

2.2.11 siRNA-Tranfektion

In Abhangigkeit von der untersuchten Zelllinie und der Dauer der Transfektion wurden
zwischen 1,5 x 10° und 2,5 x 10° Zellen pro Loch auf eine 6-Loch-Platte ausgeséat. Nach
24 h wurden die Zellen flir 24 bis 96 h transient mit spezifischer siRNA gegen TRAIL-R1
bzw. TRAIL-R2 und zur Kontrolle mit nicht zielgerichteter Kontroll-siRNA mit einer
Endkonzentration von jeweils 100 nM transfiziert. Verwendet wurde daflr jeweils eine
SMART pool siRNA, die aus vier spezifischen siRNAs gegen TRAIL-R1 bzw. TRAIL-R2
besteht und somit eine bestmogliche Inhibition der Proteinsynthese des jeweiligen
Rezeptors ermdglicht. Die Transfektion wurde mit DharmaFECT 1 Transfektionsreagenz
entsprechend der Herstellerinstruktionen durchgefiihrt.

Sollte die Expression der TRAIL-Rezeptoren flr mehr als 96 h inhibiert werden, wurden
die Zellen zunachst nach oben beschriebenem Vorgehen transient transfiziert, nach 48 h
mittels Accutase abgeldst und erneut auf eine 6-Loch-Platte ausgesat. Nach weiteren 24 h
erfolgte dann eine zweite Transfektion nach dem gleichen Schema.

Um mogliche Effekte einer Inhibition von let-7 zu untersuchen, wurden die Zellen
zusatzlich zu oben beschriebener Transfektion gleichzeitig entweder mit LNA-anti-let-7,
einem pan-let-7 LNA-Oligonucleotid, oder einer LNA microRNA Inhibitor Kontrolle mit einer
Endkonzentration von jeweils 100 nM transfiziert. Auch hierfurr erfolgte die Transfektion mit
DharmaFECT 1 nach Angaben des Herstellers.

2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels der SDS-Polyacrylamid(PAGE)-Gelelektrophorese wurden Proteine entsprechend
ihres Molekulargewichts elektrophoretisch aufgetrennt, wobei sich die GroRe der jeweils
nachgewiesenen Proteine durch das Mitfiihren eines Proteinmarkers bestimmen liel3.
Hierfir wurden zunachst nach Proteinbestimmung der jeweiligen Lysate die Proben so
angesetzt, dass alle Proben innerhalb eines Gels die gleiche Proteinmenge enthielten
sowie identische Volumina. Eventuelle Abweichungen wurden durch die entsprechenden
Puffer ausgeglichen. Zur Denaturierung der enthaltenen Proteine wurden die Proben 1:4
mit 4fach Lammli-Puffer versetzt und fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Anschlielend wurden die
Proben kurz zentrifugiert und auf 4-20 % TRIS-Glycin-Gele aufgetragen. Die Auftrennung
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der Proteine erfolgte in einer mit Laufpuffer gefilliten Gelkammer durch Anlegen einer
konstanten Spannung von 125 V fur zwei bis drei h je nach gewinschtem Grad der

Auftrennung.

2.2.13 Western Blot

Beim Proteinblotting, das als Western-Blotting bezeichnet wird, wurden die im Gel
aufgetrennten Proteine mittels Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran tbertragen und so
fur die nachfolgende Immundetektion immobilisiert.

Fur den Proteintransfer fand das sogenannte Nass-Blot Verfahren Anwendung. Hierfur
wurde zundachst in eine Blotkassette ein Schwammchen, darauf ein Whatman Papier und
dann das Gel gelegt. Auf das Gel wurde die in 100 % Methanol fur 10 sec aktivierte und
kurz in destilliertem Wasser gewaschene PVDF-Membran platziert und wiederum mit
einem Whatman Papier und einem Schwammchen bedeckt. Der so bestuckte
Blottingkammer-Einsatz wurde in eine in Eis stehende Blotkammer eingesetzt und diese
vollstandig mit Blotting-Puffer geflllt. Der Proteintransfer erfolgte bei 400 mA und
konstanter Spannung fiir 90 min.

Daran anschlie3end wurde die Membran zunachst kurz in TBS-T gewaschen und dann 1
h bei Raumtemperatur in 5 % Magermilch/TBS-T bzw. 5 % BSA/TBS-T in Abh&ngigkeit
der Herstellerempfehlung fir den spater verwendeten Antikdrper inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren.

Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte Gber Nacht in einem 50 ml-R6hrchen bei
4°C, wofur der Antikdrper entsprechend der Herstellerangaben in 3,5 ml 0,5 %
Magermilch/TBS-T bzw. 5 % BSA-TBS-T angesetzt wurde. Am nachsten Tag wurde die
Membran dann zweimal kurz und dreimal fur je 10 min in TBS-T gewaschen und
anschlieBend 1 h bei RT mit einem gegen den Priméarantikbrper gerichteten HRP-
konjugierten-Sekundarantikérper, der entsprechend der Herstellerinstruktionen in 0,5 %
Magermilch/TBS-T verdiinnt wurde, inkubiert. Schlie3lich erfolgten erneut drei 10mintige
Waschschritte in TBS-T.

Zum Nachweis der Protein-Antikérperkomplexe wurden als Substrat fir die Peroxidase
ECL Detektions-Reagenzien unterschiedlicher Herstellerfirmen verwendet. Nach
vorgeschriebener Inkubation von Substrat und Membran bei RT, wurde die entstandene
Chemilumineszenz in der Dunkelkammer durch Auflegen von lichtempfindlichen

Rontgenfiimen und Entwicklung dieser nachgewiesen. Durch Variation der
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Expositionsdauer des Rontgenfilms konnte eine optimale Intensitat der sichtbaren Banden

erzielt werden.

2.2.14 Blue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der Blue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN PAGE) wird anstelle von SDS
der anionische, nicht-denaturierende Farbstoff Coomassie G-250 verwendet, welcher an
die Proteine bindet, sie damit negativ 1&dt und so eine Auftrennung der unterschiedlichen
Proteinkomplexe im Polyacrylamid-Gradientengel ermdglicht. Auf diese Weise kdnnen
daher native Proteinkomplexe analysiert werden.

Hierfir wurden zunadchst die nativen Kernlysate sowie der im Native-Lyse-Puffer
angesetzte native Proteinstandard 1:50 mit NativePAGE 5 % G-250 Proben-Additiv
versetzt. Je 5 pl Standard bzw. 30 pl Kernlysat pro Tasche wurden auf ein NativePAGE
Novex 4-16 % Bis-TRIS Gel aufgetragen, wobei mehrere Taschen mit identischen Mengen
des Kernlysates beftllt wurden. Die innere Gelkammer wurde so mit 1fach Kathodenpuffer
geflllt, dass alle Taschen bedeckt waren und in die au3ere Gelkammer wurden dann 500
ml 1fach Anodenpuffer hineingegeben. Die Auftrennung der Proteinkomplexe erfolgte bei
einer konstanten Spannung von 125 V fir 2 h.

Nach der Elektrophorese wurde die Spur mit dem Marker abgeschnitten, Gber Nacht in
Coomassie-G250 gefarbt und am nachsten Tag solange in ddH,O gewaschen, bis die
einzelnen Banden gut zu erkennen waren. AnschlieRend wurde sie durch Einscannen in
ein digitales Format tberfihrt, welches an die Membrangréf3e angepasst wurde, damit das
Molekulargewicht der jeweiligen Proteinkomplexe abgelesen werden konnte.

Das Ubrige Gel wurde 30 min lang in Laufpuffer aquilibriert und anschlieRend die im Gel
enthaltenen Proteine wie oben beschrieben auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
einzelnen Spuren des Gels wurden dabei auf der PVDF-Membran markiert, so dass sie
nach dem Proteintransfer separat abgeschnitten werden konnten. Somit konnten die
nativen Proteinkomplexe hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aus unterschiedlichen
Proteinen parallel mittels Western Blot analysiert werden, wobei jeweils eine Spur der

Analyse eines Proteins diente.

2.2.15 Immunfluoreszenzfarbung
Um die Lokalisation von Proteinen in der Zelle bzw. eine mdgliche Kolokalisation
unterschiedlicher Proteine bestimmen zu kénnen, wurde das Verfahren der indirekten

Immunfluoreszenz eingesetzt. Hierbei werden fixierte Zellen zunachst mit einem gegen
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das Zielprotein gerichteten Primarantikdrper inkubiert, an den dann in einem zweiten
Schritt der mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Sekundarantikérper bindet, welcher spater
durch Anregung mit Licht entsprechender Wellenldange zum Leuchten gebracht werden
kann.

Je nach verwendeter Zelllinie wurden zwischen 1,2 x 10° und 2,5 x 10° Zellen pro Loch
einer 6-Loch-Platte auf ein Deckglaschen ausgesét. Nach 40 h wurde das Medium
abgenommen, die Zellen viermal mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis gestellt. Zur
Fixierung wurden die Zellen fiir 10 min in 1 ml eiskaltem 2,5 % PFA/TBS geschwenkt,
zweimal mit kaltem PBS gewaschen, dann fiir 10 min in 1 ml -20°C-kaltem Methanol
inkubiert und zweimal fir je 5 min mit kaltem PBS gewaschen. Die Blockierung von
unspezifischen Bindungsstellen erfolgte anschliel3end fir 15 min in 1 ml 0,5 % BSA/TBS
bei RT.

Fur die Inkubation mit dem Primarantikdrper wurde dieser in der vom Hersteller
empfohlenen Konzentration in 0,5 % BSA/TBS angesetzt, davon je 70 ul auf einen in einer
feuchten Kammer glatt ausgelegten Parafilm pipettiert und anschlielend die
Deckglaschen mit der Zellseite nach unten darauf platziert. Bei einer Doppelfarbung
wurden dabei Primarantikdrper unterschiedlicher Spezies verwendet, um die Proteine
spater separat voneinander darstellen zu kénnen. Nach einer Inkubation von 2 h im
Dunkeln bei RT wurden die Deckglaschen einmal fir 15 min und dreimal fir je 5 min in
TBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Fluorochrome-gekoppelten Sekundarantikdrper
erfolgte nach demselben Schema fir 1 h bei RT, wobei zusatzlich Héchst-Farbstoff zur
Kernfarbung dazugegeben wurde. Bei der Doppelfarbung mussten entsprechend
Sekundéarantikérper mit verschiedenen Fluoreszenzmarkern verwendet werden. Nach der
Inkubation wurden die Deckglaschen einmal fir 15 min und dreimal fur jeweils 5 min in
TBS und 1 min in destilliertem Wasser gewaschen. Auf einen Objekttrager wurden je 15 pl
Mounting-Medium aufgetragen und die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten
blaschenfrei darauf gelegt und nach dem Antrocknen mit Nagellack umrandet, um die
Zellen vor einem Austrocknen zu schiitzen.

Die Analyse der Farbung erfolgte mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie.

2.2.16 Aufreinigung der Gesamt-RNA

Die Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des mirVana miRNA Isolations-Kits

entsprechend der Herstellerangaben. Die enthaltene RNA-Konzentration wurde



32 Material und Methoden

anschliel3end mittels NanoDrop, einem Spektrophotometer, bestimmt und die Proben bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.17 Real-time RT- PCR

Um zu untersuchen, ob die Inhibition der Expression von TRAIL-Rezeptoren einen
Einfluss auf die Expression von HMGA2 auf mRNA-Ebene hat, wurde nach Aufreinigung
der Gesamt-RNA eine real-time RT-PCR durchgefuhrt und die Menge an HMGA2-
Transkripten von mit SiRNA gegen TRAIL-R1 bzw. TRAIL-R2 transfizierten Zellen mit
solchen verglichen, die nur mit nicht zielgerichteter siRNA transfiziert wurden. Die
Expression von HMGA2 wurde dafir auf GAPDH normalisiert.

Zunéchst wurden jeweils 2 pg RNA mittels SuperScript VILO cDNA Synthese Kit geman
der Herstellerangaben im Thermocycler (10 min bei 25°C, 60 min bei 42°C und 5 min bei
85°C) in cDNA revers transkribiert und anschlieBend entweder bei -20°C gelagert oder
direkt weiter fur die qPCR verwendet. Die Templates fur die qPCR wurden mit dem
Maxima SYBR Green/Rox gPCR MasterMix entsprechend der Herstellerinstruktionen und
der jeweiligen Vorwarts- und Ruckwartsprimer fir HMGA2 bzw. GAPDH angesetzt. Die
gPCR erfolgte anschlieRend mit dem StepOne real time PCR System nach folgendem
Protokoll: 10 min bei 95°C und dann 40 Zyklen je 20 sec bei 95°C und 1 min bei 60°C. Fur
die Berechnung des Expressionsunterschiedes von HMGAZ2 in behandelten versus
unbehandelten Proben wurde die Delta-Delta CT-Methode (Livak & Schmittgen, 2001)

verwendet.

2.2.18 Quantifizierung reifer miRNAs mittels real-time PCR

Die quantitative Bestimmung von let-7 Familienmitgliedern wurde in Kooperation mit Dr.
Robert Hassler, Institut fir klinische Molekularbiologie der Christian-Albrechts-Universitat
Kiel, durchgefihrt.

Daflur wurde die aufgereinigte Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben und mittels TagMan-
PCR unter Verwendung von Assays fir hsa-let-7a, has-let-7b, hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-
let-7g  analysiert und auf GAPDH normalisiert. Die Berechnung der
Expressionsunterschiede erfolgte ebenfalls mit der Delta-Delta CT-Methode (Livak &
Schmittgen, 2001). Die Signifikanz der unterschiedlichen Expression einzelner let-7
Familienmitglieder zwischen Kontroll-siRNA und spezifischer siRNA wurde mit dem
univariaten ANOVA Test bei einem angenommenen Signifikanzniveau von p<0.05

bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verifizierung der Interaktion von TRAIL-R2 mit p68, NF45 und
hnRNPA1

Wie einleitend beschrieben, konnten in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. Anna
Trauzold durch MALDI TOF Massenspektrometrie der elektrophoretisch aufgetrennten
Immunprazipitate von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 aus unstimulierten Panc89-Zellen p68,
hnRNPA1 und NF45 als mogliche neue Interaktionspartner von TRAIL-R2 identifiziert
werden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es zundchst, diese Interaktion in einer weiteren
Zelllinie zu verifizieren. Dazu wurden aus dem Gesamtzelllysat von unstimulierten Pancl-
Zellen TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Uber die spezifischen Antikérper Mapatumumab (Mapa)
und Lexatumumab (Lexa) prazipitiert (Humphreys & Halpern, 2008; Lemke et al., 2010)
und die Zusammensetzung der Proteinkomplexe mittels Western Blot-Analyse untersucht.
Wie die Abbildung 3 zeigt, war die Prazipitation erfolgreich, da sich die beiden bekannten
Splice-Varianten von TRAIL-R2 (40 kDa und 48 kDa) nach Préazipitation mit Lexatumumab
sowie TRAIL-R1 nach Prazipitation mit Mapatumumab nachweisen lieRen. Dartiber hinaus
konnten eindeutig p68, hnRNPA1 und NF45 in Komplexen mit TRAIL-R2 gefunden
werden. Im Gegensatz dazu lie3 sich fir keines der untersuchten Proteine eine
Assoziation mit TRAIL-R1 zeigen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die beiden
Rezeptoren offensichtlich miteinander Komplexe ausbilden, da in Immunprézipitaten von
TRAIL-R1 zusétzlich die 48 kDa-Form von TRAIL-R2 enthalten ist.

Da NF45 in der Zelle in heterodimeren Komplexen mit NFOO sowie mit seiner Splice-
Variante NF110 vorkommt (Guan et al., 2008; Corthésy & Kao, 1994; Duchange et al.,
2000), wurde auch untersucht, ob diese Proteine ebenfalls mit TRAIL-R2 assoziieren. Wie
die Abbildung 3 zeigt, ist NF90 deutlich und NF110 schwach in Immunkomplexen von
TRAIL-R2 und nicht von TRAIL-R1 nachweisbar.

Ahnliche Ergebnisse wurden von der Arbeitsgruppe auch fiir verschiedene andere

Tumorzelllinien erzielt (Haselmann et al., 2014).
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Abbildung 3: TRAIL-R2 interagiert mit p68, hnRNPA1, NF45, NF90/110 und mit TRAIL-R1

TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden Uber die Antikérper Mapatumumab (Mapa) und Lexatumumab
(Lexa) aus dem aus Pancl-Zellen erstellten Gesamtzelllysat prazipitiert (siehe Material und
Methoden). Die préazipitierten Proteinkomplexe wurden mittels Western-Blot-Analyse auf die
Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, hnRNPA1, NF45 und NF90/110 hin untersucht. Als
Kontrollen wurden Antikorper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie Lysat ohne Antikdrper (ctrl beads)
mit Protein-G Sepharose Beads inkubiert und parallel analysiert, um die durch den
Préazipitationsantikérper hervorgerufenen Banden sowie mogliche unspezifische Bindungen an die
Beads nachweisen zu kénnen.

3.2 Zellulare Verteilung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2

Da es sich bei p68, NF45, NF90/110 und hnRNPA1 um Kernproteine handelt, wurde die
intrazellulare Verteilung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in unbehandelten Pancl-Zellen
mittels indirekter Immunfluoreszenz und konfokaler Laserscanning Mikroskopie (LSM)
untersucht.

Die Immunfluoreszenzfarbung zeigte dabei ein &hnliches Verteilungsmuster wie es bereits
vorher in unbehandelten Panc89-Zellen von der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte.
Wahrend beide TRAIL-Rezeptoren sowohl auf der Plasmamembran als auch im
Zytoplasma von unbehandelten Pancl-Zellen nachweisbar waren (Abbildung 4), zeigte
sich zusétzlich eine deutliche Expression von TRAIL-R2 im Zellkern. Im Gegensatz dazu

liel® sich TRAIL-R1 im Zellkern nur sehr schwach detektieren.
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Abbildung 4: Analyse der zellularen Verteilung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mittels
Immunfluoreszenz

Pancl-Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und 24 h spater mittels indirekter
Immunfluoreszenz und LSM hinsichtlich der Expression von TRAIL-Rezeptoren analysiert. TRAIL-
R1 (R1) wurde mittels Mapatumumab (Mapa) und TRAIL-R2 (R2) mittels Lexatumumab (Lexa) als
primaren Antikdrper sowie mit Alexa-Fluor 546 als sekundaren Antikorper in rot angefarbt. Die
Zellkerne sind durch Zugabe von Hoechst-Farbstoff in blau sichtbar. Das Uberlagerungsbild
(Merge) zeigt die Uberlagerung der Einzelfarbungen, wobei die nukledre Lokalisation durch die
pinke Anféarbung deutlich wird.

Um die Expression von TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern mittels einer weiteren
Methode zu verifizieren und zusétzlich zu udberprifen, ob sich ein &hnliches
Verteilungsmuster auch in anderen Tumorzelllinien findet, wurden Western-Blot-Analysen
von Zytoplasma- und Kernextrakten aus Pancl-Zellen sowie aus Panc89-, BxPC3- und
HCT116-Zellen untersucht. Abbildung 5A zeigt, dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in der
Kernfraktion aller vier untersuchten Tumorzelllinien nachgewiesen werden konnten. Dabei
fiel auf, dass die kleine Splice-Variante von TRAIL-R2 (40 kDa) nahezu ausschlie3lich im
Zellkern vorkommt, wohingegen die gré3ere Form (48 kDa) im Zytoplasma dominierte. Im
Gegensatz zur Immunfluoreszenz wurde hier auch die nukleare Expression von TRAIL-R1
deutlich, welcher sich hingegen nur sehr schwach im Zytoplasma nachweisen liel3.

Da bei der durchgefuhrten Fraktionierung mdoglicherweise Membranreste oder
Zellorganellen in den Extrakten enthalten gewesen sein konnten, an die die

nachgewiesenen TRAIL-Todesrezeptoren gebunden wurden, wurden die
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Fraktionierungsversuche mit einer zusatzlich durchgefihrten Ultrazentrifugation
wiederholt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Fraktionierungsversuchen
ohne Ultrazentrifugation bestatigte sich das gleiche Verteilungsmuster von TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 ebenfalls in den nur I6slichen zytosolischen und nuklearen Extrakten (Abbildung
5B).
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Abbildung 5: Analyse der zellularen Verteilung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mittels
Zellfraktionierung

Die zytoplasmatische Fraktion (CF) und die nukleare Fraktion (NF) von Pancl-, Panc89-, BxPC3-
und HCT116-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Als Kontrolle fiir die Reinheit der Fraktionierung wurde die
Expression von Lamin A/C als nukledren Marker und a-Tubulin als zytoplasmatischen Marker
parallel analysiert. A: Fraktionierung der Zellen ohne Ultrazentrifugation. B: Fraktionierung der
Zellen mit zusatzlich durchgefuhrter Ultrazentrifugation der Kern- und Zytoplasmaextrakte.
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Da fir die weiteren Versuche eine Verwendung von anti-TRAIL-R1 und anti-TRAIL-R2
Antikdrpern unerlasslich war, sollte zun&chst die Spezifitat von drei kommerziell
erhaltlichen Antikérpern Uberprift werden. Wie Abbildung 6 zeigt, lassen sich in
unbehandelten Pancl-Zellen mittels aller drei verwendeten Antikorper die beiden
bekannten Splice-Varianten von TRAIL-R2 detektieren, die sich beide durch Transfektion
der Zellen mit SIRNA gegen TRAIL-R2 herunterregulieren lieBen. Die Darstellung der
unterschiedlichen Belichtungszeiten diente dabei der Verdeutlichung, dass auch die
Expression der 48 kDa-Form von TRAIL-R2 mittels siRNA deutlich reduziert wurde.
Zusétzlich wurde ersichtlich, dass der Antikdrper von ProScience eine Praferenz fiur die 48
kDa-Form aufweist. Interessanterweise wurde bei kurzer Expositionsdauer deutlich, dass
es sich bei der 48 kDa-Bande von TRAIL-R2 um eine Doppelbande mit minimalen
GroRenunterschieden handelt. Hierbei kdnnte es sich zum Beispiel um unterschiedliche

phosphorylierte Formen handeln, eine Beobachtung, die bislang noch nicht beschrieben

wurde.
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Abbildung 6: Nachweis der Spezifitdt der gegen TRAIL-R2 verwendeten Antikdrper

Inhibition der Expression von TRAIL-R2 mittels siRNA: Pancl-Zellen wurden mit siRNA gegen
TRAIL-R2 (R2-si) oder Kontroll-siRNA (ctrl-si) fur 48 h transient transfiziert und die
Gesamtzelllysate anschlielend mittels Western-Blot-Analyse hinsichtlich der Expression von

TRAIL-R2 untersucht.

3.3 Analyse der nuklearen TRAIL-Rezeptorkomplexe
In den vorausgegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass TRAIL-R2 mit den
nukledren Proteinen p68, NF45, NF90/110 und hnRNPAL interagiert und sich im Zellkern



38 Ergebnisse

unterschiedlicher Tumorzelllinien nachweisen lasst. Folglich galt es durch weitere
Versuche zu bestatigen, dass diese Interaktionen tatsachlich im Zellkern stattfinden. Zu
diesem Zweck wurden fir die Immunpréazipitation von TRAIL-Rezeptorkomplexen
Kernextrakte anstelle von Gesamtzelllysaten verwendet. Zusatzlich wurde die mogliche
Kolokalisation der Proteine mittels indirekter Immunfluoreszenz und LSM untersucht.

Bei der Immunprazipitation (Abbildung 7) fand sich eine deutliche Interaktion von TRAIL-
R2 mit p68, NF45, NF90/110 und hnRNPAL im Zellkern. Zusétzlich bestétigte sich, dass
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Komplexe miteinander ausbilden, da sowohl geringe Mengen
von TRAIL-R1 in den nukledren TRAIL-R2-Prazipitaten als auch die 48 kDa-Form von
TRAIL-R2 in Kernprazipitaten von TRAIL-R1 nachgewiesen wurden. Erstaunlicherweise
waren in den nukledren Immunkomplexen von TRAIL-R1 auch NF45, NF90/110 und
hnRNPAL, jedoch nicht p68 nachweisbar. Dabei war allerdings die Menge der Proteine,
die mit TRAIL-R1 koprazipitierten, deutlich geringer als diejenige, die in Préazipitaten von

TRAIL-R2 detektiert wurde.
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Abbildung 7: Analyse der nukleédren TRAIL-Rezeptorkomplexen mittels Immunprézipitation

TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden Uber die Antikbrper Mapatumumab (Mapa) und Lexatumumab
(Lexa) aus Kernextrakten von Pancl-, Panc89-, BXxPC3- und HCT116-Zellen prazipitiert. Als
Kontrollen wurden Antikorper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie nukleares Lysat ohne Antikorper
(ctrl beads) mit Protein-G Sepharose Beads inkubiert und parallel untersucht. Die Analyse der
préazipitierten Proteinkomplexe erfolgte mittels Western-Blot unter Verwendung der entsprechenden
Antikorper gegen TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 und hnRNPA1. Zusatzlich wurden im
gleichen Gel jeweils 20 g des Kernlysates aufgetragen und parallel im Western-Blot analysiert.
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Durch die mikroskopische Analyse der intrazellularen Verteilung von TRAIL-Rezeptoren
und den damit assoziierten Proteinen in unbehandelten Pancl-Zellen konnten die in der
Immunprazipitation gewonnen Erkenntnisse fur TRAIL-R2 verifiziert werden. Wie in
Abbildung 8 dargestellt, wiesen p68, NF45, NF90/110 und hnRNPA1 erwartungsgemar
eine primar nukledre Lokalisation auf. Daneben kam eine starke Kolokalisation von TRAIL-
R2 mit p68 und hnRNPA1 sowie eine partielle mit NF45 und NF90/110 zur Darstellung.
Fur TRAIL-R1 lie3 sich hingegen nur eine marginale Kolokalisation mit den untersuchten

Proteinen nachweisen.

hnRNPA1

Abbildung 8: Analyse der Interaktion von TRAIL-Rezeptoren mit p68, NF45, NF90/110 und
hnRNPA1

Pancl-Zellen wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz und LSM hinsichtlich einer Kolokalisation
von TRAIL-R1 (R1) und TRAIL-R2 (R2) mit p68, NF45, NF90/110 (NF90) und hnRNPA1l
untersucht. Das Merge-Bild zeigt die Uberlagerung der Einzelfarbungen, die bei einer Kolokalisation
der Proteine gelb erscheinen.

Um die Interaktion der beiden TRAIL-Todesrezeptoren mit p68, NF45, NF90/110 und
hnRNPA1l zu untermauern, sollte die Interaktion der TRAIL-Todesrezeptoren mit den
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beschriebenen Proteinen mittels einer weiteren unabhéngigen Methode untersucht
werden. Dazu wurden native Proteinkomplexe von Kernextrakten unbehandelter Panc89-

Zellen mittels Blue native PAGE und Western-Blot-Technik analysiert.
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Abbildung 9: Analyse von nativen TRAIL-Rezeptorkernkomplexen

Native Kernextrakte aus Panc89-Zellen wurden separat mittels Blue native PAGE und Western-Blot
hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 und hnRNPAl

untersucht.

Wie Abbildung 9 zeigt, wurde TRAIL-R2 in mehreren Komplexen (C1-C7) nachgewiesen.
Diese Komplexe weisen ein Molekulargewicht von ungefahr 146 kDa (C1), 242 kDa (C2),
zwischen 242 und 480 kDa (C3), etwas weniger als 480 kDa (C4), 480 kDa (C5), etwas
mehr als 480 kDa (C6) und mehr als 720 kDa auf. TRAIL-R1 wanderte in der
Elektrophorese in Komplexen, deren Grof3e der TRAIL-R2-enthaltenen Komplexe C1, C5
und C7 entsprach. HnRNPAL und p68 komigrierten mit dem TRAIL-R2-Komplex C1, NF45
und NF90/110 mit den TRAIL-R2-Komplexen C1, C2 und C5. NF45 wurde aul3erdem in
Komplexen mit einer ahnlichen GréRe wie der TRAIL-R2-Komplex C3 und NF90/110 in
Komplexen mit einer den TRAIL-R2-Komplexen C4 und C6 entsprechenden GroR3e
nachgewiesen. Auf der Hohe des mit C8 beschrifteten Komplexes kamen nur NF45 und

NF90/110 zur Darstellung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass méglicherweise nicht
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nur TRAIL-R2 sondern auch TRAIL-R1 in nativen Proteinkomplexen mit p68, NF45,
NF90/110 sowie hnRNPAL1 enthalten war.

3.4 Analyse der RNA-Abhangigkeit der identifizierten

Proteininteraktionen
Bei den mit den TRAIL-Todesrezeptoren assoziierten Proteinen p68, NF45, NF90/110
sowie hnRNPA1 handelt es sich um RNA-bindende Proteine (Corthésy & Kao, 1994;
Reichmann et al., 2003; Hirling et al., 1989; Burd & Dreyfuss, 1994). Daher war es Ziel der
nachfolgenden Experimente zu Uberprifen, ob es sich bei der Interaktion zwischen den
TRAIL-Todesrezeptoren und den beschriebenen Proteinen um direkte Protein-Protein-
Interaktionen handelt oder die TRAIL-Rezeptoren uUber RNA mit diesen Proteinen
verbunden sind.
Zu diesem Zweck wurden Immunprazipitationsversuche von TRAIL-Rezeptorkomplexen
aus mit RNasin, einem RNase-Inhibitor, versetzten Kernlysaten unterschiedlicher
Tumorzelllinien mit solchen verglichen, bei denen vor Prazipitation der Rezeptorkomplexe
die Kernextrakte anstelle dessen mit RNase A behandelt wurden.
Die Western-Blot-Analyse der Immunprazipitationen (Abbildung 10-12) zeigte fir alle drei
untersuchten Zelllinien (Pancl, Panc89, BxPC3) vergleichbare Ergebnisse, wobei die
Menge der prazipitierten Proteine in Pancl-Zellen am geringsten war (Abbildung 10). Fur
die Prazipitation der TRAIL-Rezeptorkomplexe aus mit RNasin behandelten Kernextrakten
ergab sich das gleiche Bild wie es bereits in Abbildung 7 fiir unbehandelte Kernextrakte
zur Darstellung kam.
Durch den Vergleich mit der Immunpréazipitation aus mit RNase A behandelten
Kernextrakten wurde festgestellt, dass die beiden TRAIL-Todesrezeptoren
Heterokomplexe durch direkte Proteininteraktion miteinander ausbilden, da sich auch nach
Verdau der RNA sowohl TRAIL-R1 in Immunprazipitaten von TRAIL-R2 als auch die
groRere Splice-Variante von TRAIL-R2 in TRAIL-R1-Prazipitaten nachweisen lie3. Ein
Nachweis von NF90/110 war nach Behandlung mit RNase A weder in TRAIL-R2- noch in
TRAIL-R1-Komplexen moglich, wobei es in Pancl-Zellen auch ohne Zugabe von RNase A
nicht in Immunkomplexen von TRAIL-R1 nachgewiesen werden konnte. Die nur mit
TRAIL-R2 assoziierte Helikase p68 zeigte ebenfalls eine deutliche RNA-Abhé&ngigkeit, da

sie nach Verdau mit RNase A fast nicht mehr prazipitiert werden konnte.
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NF45 sowie hnRNPA1 wurden beide in Ubereinstimmung mit den vorangegangenen
Untersuchungen in Immunkomplexen von TRAIL-R2 und in sehr geringen Mengen auch in
Immunkomplexen von TRAIL-R1 detektiert. Bei der Interaktion der TRAIL-
Todesrezeptoren mit diesen beiden Proteinen handelte es sich um eine direkte Protein-
Protein-Interaktion, da nach RNA-Verdau NF45 noch deutlich und hnRNPA1,
insbesondere die 39 kDa-Isoform, verstarkt in den Immunkomplexen beider TRAIL-
Rezeptoren nachgewiesen wurden.

Zur Kontrolle, dass es durch den Verdau der RNA nicht zu einer Veranderung der
Gesamtmenge der untersuchten Proteine in den Kernextrakten kam, wurden parallel zu
der Analyse der Immunprazipitate auch die mit RNasin versetzen Kernlysate im Vergleich
zu den mit RNase A behandelten im Western-Blot betrachtet (Abbildung 10-12). Deutlich
wurde hier, dass in beiden Lysaten bei allen drei untersuchten Zelllinien identische
Mengen von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 sowie hnRNPA1l enthalten
waren. Damit waren die oben beschriebenen Unterschiede zwischen den beiden
Immunprézipitationsansatzen eindeutig auf einen Verdau der enthaltenen RNA

zurickzufuhren.



43 Ergebnisse

A B
Panc1i Panc1i
@
@ @
- 1]
Ohne RNase Mit RNase = 2
x =
® o
2 o n E =
g % = -g 'g c
= © @ @ (1] @ t e
b 3 g8=2Jd3¢82 o o
[\ [\
2 =385 g=39¢% [kba 3 2 [kDa]
— — —
NFoo110 | &= = L 100 NFooi110 3| Zm == | 100
s - 70
po68 —| - - —_ o 70 p68 -
— - 50
TRAIL-RT 5 | s
Nn.S-
RaLR1 23| & r -* L 50 N
. TRAILR2 > " F
n.s —— 50 — — — | 40
TRAIL-R2 - || ap= e
— [ - 40 NF45 =]
NF45 NS e | e -
L 40 — | —— L a0
. » hnRNPAT 3 | e [ 40
hnRNPA1  — | S| ~& L 35 _ N =
"'5'| a % LaminA/C = B - 70

Abbildung 10: Analyse der RNA-Abhangigkeit der identifizierten Proteininteraktionen in
Pancl-Zellen

A: Kernextrakte aus Pancl-Zellen wurden entweder mit RNasin versetzt oder 1 h bei 37°C mit
RNase A inkubiert. Aus diesen Lysaten wurden anschlielend TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Uber die
Antikérper Mapatumumab (Mapa) oder Lexatumumab (Lexa) préazipitiert und die prézipitierten
Immunkomplexe anschlie3end hinsichtlich der Prasenz der angegebenen Proteine mittels Western-
Blot-Technik analysiert. Als Kontrollen wurden Antikérper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie mit
RNasin versetztes Kernextrakt ohne Antikérper (ctrl beads) mit den Beads inkubiert und parallel
untersucht. Zusatzlich wurden im gleichen Gel jeweils 20 ug des unbehandelten Kernextraktes
aufgetragen.

B: Von dem mit RNasin versetzten Kernlysat und dem mit RNase A behandelten Kernextrakten
wurden jeweils 20 pg parallel auf die Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 und
hnRNPA1 hin analysiert. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von Lamin A/C als
Kernmarker bestimmt.
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Abbildung 11: Analyse der RNA-Abhangigkeit der identifizierten Proteininteraktionen in
Panc89-Zellen

A: Kernextrakte aus Panc89-Zellen wurden entweder mit RNasin versetzt oder 1 h bei 37°C mit
RNase A inkubiert. Aus diesen Lysaten wurden anschlielend TRAIL-R1 und TRAIL-R2 uber die
Antikérper Mapatumumab (Mapa) oder Lexatumumab (Lexa) prazipitiert und die prazipitierten
Immunkomplexe anschlieRend hinsichtlich der Préasenz der angegebenen Proteine mittels Western-
Blot-Technik analysiert. Als Kontrollen wurden Antikdrper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie mit
RNasin versetztes Kernextrakt ohne Antikorper (ctrl beads) mit den Beads inkubiert und parallel
untersucht. Zusatzlich wurden im gleichen Gel jeweils 20 pg des unbehandelten Kernextraktes

aufgetragen.

B: Von dem mit RNasin versetzten Kernlysat und dem mit RNase A behandelten Kernextrakten
wurden jeweils 20 pg parallel auf die Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 und
hnRNPA1 hin analysiert. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von Lamin A/C als
Kernmarker bestimmt.
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Abbildung 12: Analyse der RNA-Abhéangigkeit der identifizierten Proteininteraktionen in
BxPC3-Zellen

A: Kernextrakte aus BxPC3-Zellen wurden entweder mit RNasin versetzt oder 1 h bei 37°C mit
RNase A inkubiert. Aus diesen Lysaten wurden anschlielend TRAIL-R1 und TRAIL-R2 uber die
Antikérper Mapatumumab (Mapa) oder Lexatumumab (Lexa) prazipitiert und die prazipitierten
Immunkomplexe anschlie3end hinsichtlich der Prasenz der angegebenen Proteine mittels Western-
Blot-Technik analysiert. Als Kontrollen wurden Antikérper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie mit
RNasin versetztes Kernextrakt ohne Antikérper (ctrl beads) mit den Beads inkubiert und parallel
untersucht. Zusatzlich wurden im gleichen Gel jeweils 20 pg des unbehandelten Kernextraktes
aufgetragen.

B: Von dem mit RNasin versetzten Kernlysat und dem mit RNase A behandelten Kernextrakten
wurden jeweils 20 pg parallel auf die Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2, p68, NF45, NF90/110 und
hnRNPA1 hin analysiert. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von Lamin A/C als
Kernmarker bestimmt.
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3.5 Analyse der Interaktion von TRAIL-Rezeptoren mit dem

Mikroprozessor-Komplex

Fur p68, NF45, NF90/110 und hnRNPAL wurde, wie einleitend beschrieben, gezeigt, dass
sie Teil des grofRen Mikroprozessor-Komplexes sind, der fir die Prozessierung von pri-
miRNAs zu pre-miRNAs verantwortlich ist. Die beiden Hauptkomponenten dieses
Komplexes sind dabei die RNase Il Drosha sowie das dsRNA-Bindeprotein DGCRS,
welches als akzessorisches Protein doppelstrdngige RNA erkennt (Gregory et al., 2004).
Aufgrund dessen, dass in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die TRAIL-
Todesrezeptoren, insbesondere TRAIL-R2, mit den nukledren Proteinen p68, NF45,
NF90/110 und hnRNPA1 assoziiert sind und zudem ein Teil dieser Interaktionen RNA-
abhéngig ist, lag die Vermutung nahe, dass ebenfalls eine Verbindung zwischen den
TRAIL-Todesrezeptoren und dem Mikroprozessor-Komplex besteht.

Aus diesem Grund wurden mittels Immunpréazipitationen aus nukledren Lysaten
unterschiedlicher Tumorzelllinien TRAIL-Rezeptorkomplexe hinsichtlich einer mdglichen
Prdsenz von DGCR8 und Drosha untersucht. In der Western-Blot-Analyse der
Immunprézipitationen (Abbildung 13) konnten sowohl Drosha als auch DGCRS8 in
Komplexen mit TRAIL-R2 gefunden werden. In einigen der untersuchten Zelllinien konnte
zudem eine sehr schwache Assoziation von Drosha und DGCR8 mit TRAIL-R1

nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: TRAIL-R2 interagiert mit Drosha und DGCR8

TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden aus Kernextrakten von Pancl-, Panc89-, BxPC3- und HCT116-
Zellen Uber die Antikdrper Mapatumumab (Mapa) und Lexatumumab (Lexa) prazipitiert. Die
Immunkomplexe von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden mittels Western-Blot-Analyse auf die
Préasenz von Drosha, DGCR8, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 hin untersucht. Als Kontrollen wurden
Antikorper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie Kernlysat ohne Antikdrper (ctrl beads) mit Protein-G-
Sepharose Beads inkubiert und parallel analysiert. Zusétzlich wurden im gleichen Gel jeweils 20 ug
des Kernlysates aufgetragen und parallel im Western-Blot analysiert.

Indirekte Immunfluoreszenz und konfokale LSM konnten die Ergebnisse der
Immunprazipitationsversuche bestatigen. Abbildung 14 zeigt die erwartungsgemar priméar
nukleéare Lokalisation von Drosha und DGCRS8 in allen drei untersuchten Zelllinien. Im
Zellkern konnte auch eine eindeutige Kolokalisation von TRAIL-R2 mit Drosha und
DGCRS8 bheobachtet werden. Mit dieser Methode war hingegen die Interaktion von TRAIL-

R1 mit den beiden Proteinen nicht nachweisbar.
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Pancl

Abbildung 14: TRAIL-R2 kolokalisiert mit Drosha und DGCR8

Pancl-, BxPC3- und HCT116-Zellen wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz und LSM
hinsichtlich einer Kolokalisation von TRAIL-R1 (R1) und TRAIL-R2 (R2) mit Drosha und DGCR8
untersucht. Das Merge-Bild zeigt die Uberlagerung der Einzelfarbungen, die bei einer Kolokalisation
in Gelb zur Darstellung kommen.
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Ahnlich wie im Falle der Interaktion von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mit p68, NF45,
NF90/110 und hnRNPA1 wurde nachfolgend untersucht, ob die Interaktion zwischen den
beiden TRAIL-Rezeptoren und Drosha bzw. DGCR8 uber direkte Protein-Protein-
Interaktion stattfindet oder Uber RNA vermittelt wird.

Die Analyse der Zusammensetzung der TRAIL-Rezeptorkomplexe in mit RNasin
behandelten Kernextrakten im Vergleich zu Kernlysaten, die vor Préazipitation der
Rezeptoren mit RNase A inkubiert wurden, ist in Abbildung 15A fur Pancl-Zellen
dargestellt. Eine Assoziation von Drosha bzw. DGCR8 mit TRAIL-R2 war nach
Behandlung mit RNase A vollkommen aufgehoben, wobei diese Behandlung zu keiner
Veranderung der Menge von untersuchten Proteinen im Lysat gefuhrt hat (Abbildung 15B).
In keinem der beiden Immunprazipitationsansatze konnte TRAIL-R1 in Komplexen mit
Droha oder DGCR8 gefunden werden.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Interaktion von TRAIL-R2 mit Drosha und
DGCRS8 RNA vermittelt ist.
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Abbildung 15: Analyse der RNA-Abhéangigkeit der Interaktion von TRAIL-R2 mit Drosha und
DGCRS8

A: TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden Uber die Antikdrper Mapatumumab (Mapa) und Lexatumumab
(Lexa) aus mit RNasin oder RNase A behandelten Kernextrakten von Pancl-Zellen prazipitiert. Als
Kontrollen wurden Antikdrper alleine (ctrl Mapa, ctrl Lexa) sowie je Kernextrakt mit und ohne
RNase-Behandlung ohne Antikdrper (ctrl beads) mit Protein-G Sepharose Beads inkubiert und
parallel analysiert. Die prazipitierten Rezeptorkomplexe wurden mittels Western-Blot-Technik auf
die Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2, Drosha und DGCRS8 hin untersucht. Zusatzlich wurden im
gleichen Gel jeweils 20 pg des unbehandelten Kernextraktes aufgetragen und im identischen
Western-Blot analysiert.

B: Von dem mit RNasin versetzten Kernlysat und dem mit RNase A inkubierten Kernextrakten aus
Pancl-Zellen wurden jeweils 20 pug im Western-Blot hinsichtlich der enthaltenen Menge von TRAIL-
R1, TRAIL-R2, Drosha und DGCRS8 untersucht. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression
von Lamin A/C analysiert.

3.6 Etablierung eines Transfektionsmodells zur Analyse der nuklearen

Funktion von TRAIL-Todesrezeptoren
MIiRNAs sind als einzelstrangige RNA-Molekille an der posttranskriptionellen Regulation
der Genexpression zahlreicher zellularer Prozesse wie Inflammation, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose beteiligt (Park & Peter, 2008, Ambros et al., 2004). Der
Mikroprozessor-Komplex stellt einen wichtigen Regulator in der Biogenese von miRNAs
dar. Fur die als neue Interaktionspartner von TRAIL-Todesrezeptoren identifizierten
Proteine p68, NF45, NF90 und hnRNPA1 konnte gezeigt werden, dass sie an der Reifung

der let-7-Familie von miRNAs, wichtigen Regulatoren der embryonalen Entwicklung und
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Tumorigenese, beteiligt sind. Fir die Helikase p68 wurde belegt, dass sie als positiver
Regulator bei der Reifung von let-7 fungiert (Salzmann et al., 2007; Fukuda et al., 2007),
wohingegen hnRNPAL1 die entgegengesetzte Funktion auslbt. Es bindet pri-let-7 und
inhibiert damit dessen Prozessierung durch den Mikroprozessor-Komplex (Michlewski &
Caceres, 2010). Fur NF45 und NF90 wurde nachgewiesen, dass sie in einer &hnlichen Art
und Weise wie hnRNPAL1 die Reifung von let-7 inhibieren (Sakamoto et al., 2009).

Um einen mdglichen Einfluss von TRAIL-Todesrezeptoren auf die Biogenese von let-7
untersuchen zu kbénnen, musste zunachst ein passendes Transfektionsmodell als
experimentelles Werkzeug etabliert werden.

Hierfir wurden Pancl-Zellen mit TRAIL-R1 und TRAIL-R2 siRNA transient transfiziert und
fur 48 bis 96 h kultiviert. Die Western-Blot-Analyse der Ganzzelllysate der transfizierten
Zellen (Abbildung 16) zeigt, dass die Transfektion erfolgreich war, da die Expression von
TRAIL-R1 bzw. die von TRAIL-R2 durch die entsprechende siRNA inhibiert werden
konnte. Im Gegensatz dazu fiihrte weder eine Transfektion mit TRAIL-R1 siRNA zu einer
verminderten Expression von TRAIL-R2, noch eine Transfektion mit TRAIL-R2 siRNA zu
einem reduzierten Nachweis von TRAIL-R1. Auf diese Weise konnte die Spezifitat der
verwendeten siRNAs bewiesen werden. Zudem wurde in den Transfektionsversuchen
ersichtlich, dass es bereits nach 48 h zu einer deutlichen Reduktion der Expression der

beiden TRAIL-Todesrezeptoren kam.
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Abbildung 16: Transfektion von Panc1-Zellen mit siRNA gegen TRAIL-R1 und TRAIL-R2

Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
transient transfiziert. 48, 72 oder 96 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und mittels
Western-Blot-Technik hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 analysiert. Als
Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von B-Aktin untersucht.

Um allerdings die funktionelle Relevanz einer konstitutiven Expression der beiden TRAIL-
Rezeptoren im Zellkern untersuchen zu kdnnen, musste die optimale Transfektionsdauer
fur eine Herunterregulation der Rezeptoren in diesem zellularen Kompartment ermittelt
werden. Dazu wurden erneut Pancl-Zellen mit TRAIL-R1 und TRAIL-R2 siRNA transient
fur 48 h, 72 h und 96 h transfiziert und anschlieBend die Zellen fraktioniert. Die Ergebnisse
der Fraktionierung in Abbildung 17A demonstrieren, dass es bereits nach 48 h zu einer
deutlich verminderten Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Zellkern kam,
wohingegen eine Reduktion der Expression im Zytoplasma erst nach 72 h bei deutlich
verkirzter Expositionsdauer des Rontgenfilms (Abbildung 17B) zu erkennen war.

Fur die nachfolgenden Experimente zur Untersuchung der funktionellen Relevanz der
nukledren Expression von TRAIL-Todesrezeptoren wurde in Ubereinstimmung mit den

vorausgegangenen Versuchen die optimale Transfektionsdauer auf 48 h festgelegt.



Ergebnisse

53
A 48h 72h 96h
Kemn Cyto Kemn Cyto Kemn Cyto
T %7 T %7 T 7B T %7 T ¢ F 9T G
E =« E = N T = E - N N E = E - N
S x C @ o S x O x x o 0 x © o o [kDa]
TRAIL-R1 =3 | 2 - - - - -
. —> | - - - - || — - == 50
TRAILR? D .Ea.s| - - C 40
LaminAbzw.AIC  —P| e o || - F¥F—¥F= - 70
da-Tubulin — | e || — | — —— |- 50
B 72h 96h
Kern Cyto Kern Cyto
[ P 5 F BT D T T B
0 X O xx o O o C X o [kDa]
—> _——= —— |- 50
TRAILR2 —§ - 10

Abbildung 17: Analyse der Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Zellkern nach
Transfektion mit siRNA

A: Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) transfiziert. Nach 48, 72 oder 96 h wurden die Zellen fraktioniert und anschlie3end mittels
Western-Blot-Analyse die Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Zellkern und Zytoplasma
untersucht. Als Kontrolle fir die Reinheit der Fraktionierung sowie als Ladungskontrolle wurden
Lamin A/C als Kennprotein fur die Kernfraktion und a-Tubulin als Kennprotein fir die

zytoplasmatische Fraktion parallel bestimmt.

B: Die Darstellung zeigt die Transfektionsversuche aus A mit kirzerer Expositionsdauer des
Roéntgenfilms, um Expressionsunterschiede der TRAIL-Rezeptoren im Zytoplasma erkenntlich zu

machen.
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3.7 TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von let-7

Ziel der nachfolgenden Experimente war es, zu untersuchen, ob TRAIL-Todesrezeptoren
an der Regulation der Reifung von let-7 beteiligt sind. Dazu wurde in Pancl-Zellen die
Expression von TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 durch Transfektion mit siRNA inhibiert und die
Menge von reifen let-7-Spezies in den transfizierten Zelllysaten nach Aufreinigung der
Gesamt-RNA mittels TagMan-RT-PCR quantifiziert.

Wie Abbildung 18A zeigt, war die Transfektion erfolgreich, da sich sowohl TRAIL-R1 bei
Transfektion mit TRAIL-R1 siRNA als auch TRAIL-R2 bei Transfektion mit TRAIL-R2
siRNA nur noch sehr schwach in der Western-Blot-Analyse nachweisen lieRen. Dariber
hinaus konnte festgestellt werden, dass die Expression der gréReren Form von TRAIL-R1
durch siRNA nur im geringen Mal3e inhibiert werden konnte.

Die Quantifizierung der reifen let-7 miRNAs in den transfizierten Zellen (Abbildung 18B)
ergab, dass es nach Herunterregulation von TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 in der Tat zu einer
gesteigerten Expression der reifen miRNAs let-7a, let-7b, let-7d und let-7g kam. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Proteininteraktionsstudien iibte eine
Inhibition von TRAIL-R1 dabei einen quantitativ geringeren Einfluss auf die Menge von let-
7 aus als es bei einer reduzierten Expression von TRAIL-R2 zu beobachten war. Ahnliche
Ergebnisse wurden unter Verwendung von RNU6B anstelle von GAPDH als

Normalisierungskontrolle erzielt (Haselmann et al., 2014).
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Abbildung 18: TRAIL-Rezeptoren regulieren die Expression von let-7

A: Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) fur 48 h transient transfiziert und anschlief3end lysiert. Die Ganzzelllysate wurden mittels
Western-Blot-Analyse hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 untersucht. Als
Ladungskontrolle wurde die Expression von B-Aktin bestimmt.

B: Aus parallel durchgefihrten Transfektionen (n=3) wurde RNA aufgereinigt und die
Expressionsstarke der einzelnen let-7 Familienmitglieder mittels real time RT-PCR unter
Verwendung kommerzieller Assays analysiert. Die Expression von let-7 wurde in allen Proben auf
die Menge von GAPDH normalisiert. Die Effekte der siRNA gegen TRAIL-R1 (R1-si) und TRAIL-R2
(R2-si) wurden auf die Expressionsstarke in Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden (ctrl-
si), normalisiert. Jeder Balken reprasentiert den Durchschnittswert aus 3 biologischen und 2
technischen Replikaten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. Die mit einem Stern (*)
markierten let-7-Spezies zeigen einen signifikanten Expressionsunterschied zwischen Transfektion
mit Kontroll-siRNA und spezifischer siRNA. Die Signifikanz wurde mit dem univariaten ANOVA-Test
bestimmt (p<0,05).
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3.8 TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von let-7
Zielprotein Lin28B

Um die funktionelle Relevanz einer TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-vermittelten Regulation von
let-7 zu untersuchen, wurde der Einfluss einer Inhibition der beiden TRAIL-
Todesrezeptoren auf die Expression von Lin28B untersucht. Das RNA-bindende Protein
Lin28B ist ein Marker fir Pluripotenz und unterliegt der inhibitorischen Kontrolle durch let-
7. Es stellt somit eines der Zielproteine dieser miRNA-Familie dar (Rybak et al., 2008).
Abbildung 19A (Western Blot) sowie dessen densitometrische Auswertung (Abbildung 19B
links) zeigt, dass eine transiente Hemmung der Expression von TRAIL-R1 bzw. TRAIL-R2
zu einer verminderten Menge von Lin28B um 60 % bzw. 66 % flhrte.

Der Vergleich zwischen einer isolierten Inhibition der Expression der TRAIL-
Todesrezeptoren mit einer gleichzeitig zusatzlichen Inhibition von let-7 durch eine
Kotransfektion mit einem spezifischen Inhibitor von let-7 (let-7 LNA) bzw. einem Kontroll-
Oligonukleotid (anti-miR Kontroll-LNA) erlaubte die Analyse, inwieweit der mdgliche
Einfluss von TRAIL-Todesrezeptoren auf Lin28B uber let-7 vermittelt wird. Der eingesetzte
pan-let-7-spezifische LNA Inhibitor ist in der Lage, die Expression aller Mitglieder der let-7
mMiRNA-Familie zu reduzieren (Boyerinas et al., 2009).

Wie im Western-Blot (Abbildung 19A) und dessen densitometrische Auswertung
(Abbildung 19B rechts) deutlich wird, kam es nach Transfektion der Zellen mit Kontroll-
SiRNA zusammen mit dem anti-let-7 LNA Inhibitor zu einem moderaten Anstieg der
Expression von Lin28B und zwar um das 2,3fache. Dies erméglichte den Rickschluss,
dass Pancl-Zellen zumindest in geringem Male konstitutiv let-7 exprimieren. Eine
gleichzeitige Transfektion der Zellen mit LNA-anti-let-7 und TRAIL-R1 siRNA bzw. TRAIL-
R2 siRNA fuhrte hingegen zu einer Zunahme der Expression von Lin28B um das 3,9fache
bzw. das 8,1fache. Die Zunahme der Expression von Lin28B war demnach deutlich
starker als durch den Effekt des let-7 Inhibitors in Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert
wurden, hervorgerufen wurde.

Die Versuche konnten in keiner der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinien
verifiziert werden, da Lin28B aufier von Pancl-Zellen von keiner weiteren dieser Zelllinien
exprimiert wird.

Zusammengefasst demonstrieren die Ergebnisse, dass eine Herunterregulation der

TRAIL-Todesrezeptoren zu einer verminderten Expression von Lin28B flhrte und zwar
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infolge einer Zunahme von reifem let-7. Es konnte somit gezeigt werden, dass der Einfluss
auf Lin28B uber let-7 vermittelt wird und die TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern somit

eine funktionelle Rolle bei der Biogenese von let-7 spielen.
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Abbildung 19: TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von let-7 Zielprotein Lin28B
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A: Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) zusammen mit anti-miR Kontroll-LNA Oligonukleotiden (ctrl-LNA) oder anti-let-7 LNA (let7-
LNA) fur 72 h doppeltransfiziert. Die Ganzzelllysate der transfizierten Zellen wurden nach
elektrophoretischer Auftrennung im Western-Blot hinsichtlich der Prasenz von TRAIL-R1, TRAIL-R2
und Lin28B analysiert. Parallel wurde als Ladungskontrolle die Expression von -Aktin untersucht.

B: Die Expression von Lin28B wurde densitometrisch mit der Image-J Software (Rasband, 1997-
2011) untersucht und auf die Expression von B-Aktin normalisiert. Linke Abbildung: Die Expression
von Lin28B in den mit Kontroll-siRNA (ctrl-si) und anti-miR Kontroll-LNA Oligonukleotiden (ctrl-LNA)
transfizierten Zellen wurde dabei auf 100 % gesetzt und die Expression bei Verwendung von R1-si
oder R2-si in Bezug darauf angegeben. Rechte Abbildung: Die Expression von Lin28B in den mit
Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA (R2-si) und Kontroll-LNA
(ctrl-LNA) transfizierten Zellen wurde jeweils auf 100 % gesetzt und die Expression von Lin28B bei
Transfektion von anti-let-7 LNA (let7-LNA) in Relation dazu angegeben.

3.9 TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von let-7
Zielprotein HMGA2

Das am besten charakterisierte Zielprotein von let-7 ist das high mobility group A2 Protein,
HMGA2 (Mayr et al., 2007; Shell et al., 2007; Lee & Dutta, 2007), welches als
architektonischer Transkriptionsfaktor die Transkription zahlreicher Gene beeinflusst. Die
Korrelation der Expression von HMGAZ2 ist in gleicher Weise wie die von Lin28B invers zu
der von let-7. Es wird in undifferenzierten Zellen wahrend der Embryogenese exprimiert
und seine Expression wahrend der Differenzierung der Zellen herunterreguliert, so dass es
sich in adulten, differenzierten Geweben nicht nachweisen lasst. Seine Reexpression in
unterschiedlichen Tumoren wird dabei fir eine Tumorprogression verantwortlich gemacht
(Cleynen & Van de Ven, 2008).

Da in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, dass die TRAIL-
Todesrezeptoren im Zellkern an der Biogenese von let-7 beteiligt sind, sollte nachfolgend
untersucht werden, ob sie ebenfalls die Expression von HMGA2 beeinflussen kdnnen.

Zu diesem Zweck wurden Pancl-Zellen transient mit Kontroll-siRNA, TRAIL-R1 siRNA
oder TRAIL-R2 siRNA fiir 48 h transfiziert. Die Analyse der Expression von HMGAZ2 im
Western-Blot (Abbildung 20A) zeigt, dass sowohl eine Behandlung mit TRAIL-R1 siRNA
als auch mit TRAIL-R2 siRNA in einer verminderten Expression von HMGAZ2 resultierten.
Die Inhibition von TRAIL-R2 zeigte erneut einen starkeren Effekt als die von TRAIL-R1.
Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse lieRen sich auch auf mMRNA-Ebene bestatigen.
Wie in Abbildung 20B dargestellt, fuhrte eine Inhibition von TRAIL-R2 zu einer starkeren
Reduktion der mRNA von HMGAZ? als eine verminderte Expression von TRAIL-R1.
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Eine Hemmung der Expression von TRAIL-Todesrezeptoren fuhrte demnach zu einem
verminderten Nachweis von HMGA2 sowohl auf Proteinebene als auch auf mRNA-Ebene.
Dies lieR den Ruckschluss zu, dass let-7 nicht die Translation von HMGA2 hemmte,
sondern aufgrund seiner nahezu perfekten Komplementaritdt zur mRNA von HMGA2 zu

dessen Degradation fiihrte.
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Abbildung 20: TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von HMGA2

A: Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) transient transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Ganzzelllysate wurden mittels Western-Blot-
Technik hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1, TRAIL-R2 und HMGA2 untersucht. Parallel
dazu wurde die Expression von 3-Aktin als Ladungskontrolle bestimmt.

B: Aus den Ganzzelllysaten von parallel transfizierten Pancl-Zellen wurde die Gesamt-RNA
aufgereinigt und die Expression von HMGA2 und GAPDH parallel mittels real-time RT-PCR
untersucht. Die Expression von HMGA2 wurde auf GAPDH normalisiert. Im Diagramm dargestellt
ist der Mittelswert aus drei Wiederholungen mit der jeweiligen Standardabweichung. Die Expression
von HMGAZ2 in mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen wurde auf 1 gesetzt und die Expression in
mit TRAIL-R1 siRNA oder TRAIL-R2 siRNA behandelten Zellen in Relation dazu dargestellt.
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Die Beteiligung von let-7 an der TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-vermittelten Regulation der
Expression von HMGA2 wurde analog zu den Versuchen fur Lin28B (siehe Abschnitt 3.8)
unter Verwendung spezifischer let-7 Inhibitoren untersucht. Zu diesem Zweck wurden
Pancl-Zellen mit Kontroll-siRNA, TRAIL-R1 siRNA oder TRAIL-R2 siRNA zusammen mit
anti-miR Kontroll-LNA Oligonukleotiden oder dem pan-let-7 LNA Inhibitor fir 48, 72 und 96
h doppelt transfiziert. Eine Inhibition von TRAIL-R1 fihrte zu einer geringeren Reduktion
der Expression von HMGA2 auf Proteinebene als es fur TRAIL-R2 im Western-Blot
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 21). Die gleichzeitige Transfektion mit dem let-7-
Inhibitor fiihrte in gleicher Weise wie fir Lin28B beschrieben zu einer Aufthebung der durch
Herunterregulation der TRAIL-Todesrezeptoren hervorgerufenen Effekte.
Dementsprechend war let-7 in die Regulation der Expression von HMGA2 durch TRAIL-
R1 bzw. TRAIL-R2 ebenfalls involviert. Zudem konnte durch die Variation der
Transfektionsdauer nachgewiesen werden, dass der Einfluss einer Inhibition der
Expression der TRAIL-Todesrezeptoren auf die Expression von HMGAZ2 nach 96 h am

starksten ausgepragt war.
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Abbildung 21: TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von HMGA?2 lber let-7 in
Pancl-Zellen

Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) zusammen mit anti-miR Kontroll-LNA Oligonukleotiden (antimiR ctrl) oder anti-let-7 LNA flr
48, 72 und 96 h doppelt transfiziert und anschlieBend lysiert. Die elektrophoretisch aufgetrennten
Ganzzelllysate wurden mittels Western-Blot-Technik hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1,
TRAIL-R2 und HMGAZ2 sowie von B-Aktin als Ladungskontrolle untersucht.
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Die in Pancl-Zellen nachgewiesene let-7-abhéngige Regulation der Expression von
HMGA2  durch  TRAIL-Todesrezeptoren  wurde auch fir eine  weitere

Pankreasadenokarzinomazelllinie BXPC3 gezeigt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: TRAIL-Todesrezeptoren regulieren die Expression von HMGA2 uber let-7 in
BxPC3-Zellen

BxPC3-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) zusammen mit anti-miR Kontroll-LNA Oligonukleotiden (antimiR ctrl) oder anti-let-7 LNA fur
48, 72 und 96 h doppelt transfiziert und anschlieRend lysiert. Die elektrophoretisch aufgetrennten
Ganzzelllysate wurden mittels Western-Blot-Technik hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1,
TRAIL-R2 und HMGAZ2 sowie von 3-Aktin als Ladungskontrolle untersucht.

3.10 TRAIL-Todesrezeptoren fordern die Proliferation von Tumorzellen
HMGAZ2 ist an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt wie zum Beispiel an der
Zelldifferenzierung und der Proliferation (Sgarra et al.,, 2009). Auch konnte fiur HMGA2
gezeigt werden, dass es die Proliferation verschiedener Tumorzellen stimuliert (Watanabe
et al., 2009; Cleynen & Van de Ven, 2008).

In den vorausgegangen Experimenten wurde nachgewiesen, dass TRAIL-R1 und TRAIL-
R2 die Expression von HMGA2 regulieren. Um zu untersuchen, ob der Einfluss von
TRAIL-Todesrezeptoren auf HMGAZ2 funktionell relevant war, sollte eine mogliche

Beteiligung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an der Regulation der Zellproliferation Uberpruft
werden.
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Abbildung 23: TRAIL-R1 und TRAIL-R2 regulieren die Proliferation von Panc1-Zellen

Pancl-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl-si), TRAIL-R1 siRNA (R1-si) oder TRAIL-R2 siRNA
(R2-si) transient transfiziert und lysiert.

A: Die Ganzzelllysate wurden 48 h nach Transfektion hergestellt und im Western-Blot hinsichtlich
der Expression von TRAIL-R1, TRAIL-R2 und HMGA2 untersucht. Parallel dazu wurde die
Expression von B-Aktin als Ladungskontrolle bestimmt.

B: Die Proliferation der Zellen wurde mittels Zellzahlung 72 h nach Transfektion bestimmt.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus Triplikaten mit der dazugehorigen Standardabweichung.
Die Zellzahl in mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen wurde auf 100 % gesetzt und die Zellzahl in
mit TRAIL-R1 siRNA oder TRAIL-R2 siRNA transfizierten Zellen in Relation dazu angegeben.

Hierzu wurden Pancl-Zellen transient mit Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA gegen
TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 transfiziert und das Ausmall der Zellproliferation durch
Zellzahlung bestimmt. Wie in Abbildung 23A dargestellt, fihrte eine Inhibition von TRAIL-
R1 oder TRAIL-R2 zu einem reduzierten Nachweis von HMGAZ2 in der Western-Blot-
Analyse. Entsprechend war auch die Zellzahl bei der Zellzdhlung vermindert (Abbildung
23B). Da nach Transfektion der Zellen mit TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 siRNA keine
Zunahme des Zelltods zu beobachten war (Daten nicht gezeigt), konnte die dargestellte
Abnahme der Zellzahl in der Tat auf eine Inhibition der Zellproliferation zuriickgefuhrt

werden.
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Abbildung 24: TRAIL-Rezeptoren regulieren die Proliferation von HCT116-Zellen

HCT116-Zellen wurden im doppelten Ansatz mit spezifischer siRNA fir TRAIL-R1 (R1-si), far
TRAIL-R2 (R2-si) oder Kontroll-siRNA transient fur 72 h transfiziert. AnschlieRend wurde je ein
Ansatz nach Zellzahlung lysiert. Die Zellen des anderen Ansatzes wurden neu ausgesat und nach
24 h erneut mit der entsprechenden siRNA flr 48 h transient transfiziert und anschlieBend nach
Zellzahlung lysiert.

A: Die Ganzzelllysate wurden nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine in der PAGE-
Gelelektrophorese mittels Western-Blot-Analyse hinsichtlich der Expression von TRAIL-R1, TRAIL-
R2, HMGAZ2 sowie -Aktin als Ladungskontrolle untersucht.

B: Die nach Transfektion ermittelte Zellzahl wurde separat fur eine Transfektionsdauer von 72 h
und von 72 + 48 h ermittelt und als Mittelwert aus je Triplikaten im Balkendiagramm zusammen mit
der jeweiligen Standardabweichung dargestellt. Die Zellzahl der nur mit Kontroll-siRNA behandelten
Zellen wurde als 100 % abgebildet und die Zellzahl in den mit TRAIL-R1 bzw. TRAIL-R2
transfizierten Zellen in Relation dazu angegeben.
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Der Einfluss von TRAIL-Todesrezeptoren auf die Proliferation sollte nachfolgend in einer
weiteren Zelllinie bestatigt werden.

Die in Abbildung 24A dargestellte Western-Blot-Analyse zeigt, dass eine Inhibition von
TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 mit der entsprechenden siRNA zu einer verminderten
Expression von HMGAZ2 in HCT116-Zellen fuhrte. Entsprechend kam es auch hier zu einer
Abnahme der Zellproliferation, was an der verminderten Zellzahl (Abbildung 24B) zu
erkennen war. Der Effekt einer Herunterregulation der TRAIL-Rezeptoren auf die
Expression von HMGA2 sowie auf die Proliferation war bei einer Transfektionsdauer von
insgesamt 144 h starker ausgepragt als bei 72stiindiger Transfektion.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass nukledre TRAIL-

Todesrezeptoren als positive Regulatoren der Zellproliferation fungieren.
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4 Diskussion

Die am besten verstandene Funktion von TRAIL ist die Induktion der Apoptose Uber seine
beiden Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (Falschlehner et al., 2007). Die
Beobachtung, dass TRAIL Apoptose praferentiell in Tumorzellen auslést ohne
zytotoxische Effekte auf die meisten gesunden Zellen und Gewebe auszuiiben, hat zur
Entwicklung TRAIL-basierter Tumortherapien gefihrt (Walczak et al., 1999; Ashkenazi et
al,, 1999; Di Pietro & Zauli, 2004). Eine weitere Eigenschaft, weswegen TRAIL-
Rezeptoren ein attraktives Ziel fur die Krebstherapie darstellen, ist ihre Fahigkeit Apoptose
in p53 mutierten Zellen zu induzieren. Im Gegensatz dazu ist die optimale Wirkung von
Chemotherapeutika und Radiatio auf die Funktion des Tumorsuppressors p53
angewiesen. In Uber der Halfte aller menschlichen Tumoren konnten inaktivierende
Mutationen von p53 nachgewiesen werden, die zur Therapieresistenz filhren. Somit
stellen TRAIL-basierte Therapieansatze eine Mdoglichkeit dar, auch p53-defiziente
Tumoren effektiv.  behandeln zu kobnnen und ebenfalls synergistisch mit
Chemotherapeutika oder Radiatio zu wirken (Wiezorek et al., 2010; Wang & El-Deiry,
2003; Ashkenazi et al, 1999). Aufgrund dieser beschriebenen Vorteile werden
rekombinantes TRAIL (rTRAIL) und agonistische anti-TRAIL-R1 und anti-TRAIL-R2
spezifische Antikdrper, insbesondere in Form von Kombinationstherapien, bereits in
klinischen Phase I-Il Studien getestet (Micheau et al., 2013; Wiezorek at al., 2010).

Inzwischen konnte aber auch gezeigt werden, dass eine grol3e Anzahl von Tumoren bzw.
Tumorzelllinien TRAIL-resistent sind (Falschlehner et al., 2009) oder im Verlaufe einer
TRAIL-basierten Therapie durch Selektion resistenter Zellen eine Resistenz entwickeln
(Zhang et al., 2005). Insbesondere in diesen Zellen kann es infolge einer systemischen
Administration von rTRAIL oder agonistischen, Rezeptor-spezifischen Antikdrper auch zur
Aktivierung nicht-apoptotischer Signalwege kommen mit der Folge von Inflammation,
Zellproliferation, Migration, Invasion, Metastasierung und Apoptoseresistenz (Azijli et al.,
2013; Roder et al., 2010; Trauzold et al., 2006; Ishimura et al., 2006; Hoogwater et al.,
2010; Falschlehner et al., 2007). Daher mussen fur eine sichere und effiziente
Tumortherapie rekombinantes TRAIL oder agonistische Antikbrper mit anderen
Therapeutika kombiniert werden, die die Tumorzellen sensibilisieren und gleichzeitig die
nicht-apoptotischen Signalwege inhibieren. Die Sensitivierung von Tumorzellen gegentuber
anti-TRAIL-R1 oder anti-TRAIL-R2 spezifischen Antikdrpern birgt aber auch die Gefahr,

dass die zytotoxischen Wirkungen auf gesunde Zellen verstéarkt werden, da beide
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Rezeptoren nahezu ubiquitar exprimiert werden (Secchiero et al., 2012). Die
physiologischen Funktionen des TRAIL/TRAIL-Rezeptorsystems scheinen deutlich
komplexer zu sein als bisher angenommen, so dass fur die Entwicklung einer rationalen
Therapie ein fundierteres Verstandnis dieses Systems und seiner Funktionen notwendig
ist.

Die Signaltransduktion apoptotischer und nicht-apoptotischer Signhalwege durch die beiden
TRAIL-Todesrezeptoren erfolgt nach ihrer Aktivierung durch ihren Liganden TRAIL oder
durch spezifische agonistische Antikoérper. Dementsprechend sind alle bislang bekannten
Funktionen der beiden Rezeptoren abhangig von ihrer Expression auf der
Plasmamembran.

Daneben konnte in unterschiedlichen Studien, insbesondere durch immunhistochemische
Analysen verschiedener Tumoren, gezeigt werden, dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2 nicht
nur auf der Zelloberflache, sondern auch im Zytoplasma (Ganten et al., 2009; Macher-
Goeppinger et al., 2009; Oikonomou et al., 2009; Sanlioglu et al., 2007; Spierings et al.,
2003) und Zellkern (Bai et al., 2009; Leithner et al., 2009; Peternel et al., 2011; Kojima et

al., 2011) exprimiert werden.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde in der vorliegenden Arbeit zunéchst die zellulare
Verteilung der beiden TRAIL-Todesrezeptoren mittels Immunfluoreszenz und
Fraktionierungsversuchen in unterschiedlichen Tumorzelllinien untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass beide Rezeptoren im Zytoplasma und TRAIL-R2 vor allem im
Zellkern aller untersuchten Zelllinien exprimiert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit
den oben beschriebenen immunhistochemischen Analysen zur zellularen Verteilung der
TRAIL-Todesrezeptoren. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 in zahlreichen Tumoren im Vergleich zum jeweiligem Normalgewebe vermehrt
exprimiert werden (Mahalingam et al., 2008). Eine Korrelation zwischen einer gesteigerten
Expression von TRAIL-R2 und einer schlechten klinischen Prognose konnte zudem flr
unterschiedliche Tumorentitditen nachgewiesen werden (Ganten et al., 2009; Macher-
Goeppinger et al., 2009; Spierings et al., 2003). Somit scheint eine Uberexpression von
TRAIL-R1/TRAIL-R2 einen Vorteil fir Tumorzellen darzustellen (Ganten et al.,, 2009;
Macher-Goeppinger et al., 2009; Oikonomou et al., 2009; Sanlioglu et al., 2007; Spierings
et al.,, 2003). Dazu passt der kirzlich von der AG Trauzold geflihrte Beweis, dass eine

vermehrte Expression von TRAIL-R2 im Zellkern mit einem schlechteren Kklinischen
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Outcome bei Patienten mit Pankreasadenokarzinom assoziiert ist (Haselmann et al.,
2014). Im Gegensatz dazu beschreiben Leithner et al. allerdings, dass ein vermehrter
zytoplasmatischer und nuklearer Nachweis von TRAIL-R2 einen positiven
Prognosemarker bei Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC darstellt (Leithner et al.,
2008). Eine mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanz besteht darin, dass alle Patienten in
dieser Studie bereits mit Chemotherapeutika oder Radiatio vorbehandelt wurden, was bei
intakter Funktion von p53 zu dessen Induktion fihrt (Kemp et al., 2001). P53 steigert
seinerseits die Expression von TRAIL-R2 (Wu et al., 1997), so dass der vermehrte
Nachweis von TRAIL-R2 in diesem Fall als Resultat einer fehlenden Mutation von p53
gedeutet und somit fiir die bessere Uberlebensrate der Patienten ursachlich sein konnte.

Erstaunlicherweise liel3 sich TRAIL-R2 vermehrt in Pankreastumorzellen nachweisen, die
charakteristische Stammzelleigenschaften aufwiesen (Rajeshkumar et al., 2010). Dartber
hinaus konnte kurzlich gezeigt werden, dass wahrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems TRAIL-R2 vermehrt in Proliferationszonen exprimiert wird und hier
insbesondere im Zellkern (Niu et al., 2012), was eine Proliferations-assoziierte Funktion
von nuklearem TRAIL-R2 vermuten lasst. Allerdings wurde die funktionelle Relevanz der

nuklearen Expression der TRAIL-Todesrezeptoren bislang nicht untersucht.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung der Expression von
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Zellkern unterschiedlicher Tumorzelllinien untersucht.

Durch die Analyse von TRAIL-Rezeptor-Komplexen aus Gesamtzelllysaten nicht-
stimulierter Tumorzellen konnte zuné&chst die Interaktion von TRAIL-R2 mit den nukle&ren
Proteinen p68, hnRNPAL und NF45 verifiziert sowie NF90/110 als neuer Bindungspartner
von TRAIL-R2 identifiziert werden. Mittels Untersuchung der Rezeptorkomplexe in
Kernextrakten und Immunfluoreszenzfarbungen lieR sich bestatigen, dass die
beschriebenen Proteininteraktionen tatsachlich im Zellkern stattfinden. Hierbei gelang
zudem der Nachweis, dass die genannten Proteine mit Ausnahme von p68 auch mit
TRAIL-R1 interagieren. Da alle der identifizierten Proteine am grofRen Mikroprozessor-
Komplex beteiligt sind (Gregory et al., 2004), wurden die Rezeptorkomplexe hinsichtlich
einer mdglichen Expression der RNase |ll Drosha sowie seines Bindungspartners DGCRS8
untersucht. Hierbei zeigte sich eine deutliche Assoziation mit TRAIL-R2, wohingegen die
Interaktion mit TRAIL-R1 genau wie bei den Ubrigen Proteinen wesentlich schwécher

nachgewiesen werden konnte.
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Eine mogliche Erklarung fur den geringeren Nachweis der prazipitierten Proteine in TRAIL-
R1-Komplexen konnte darin bestehen, dass die entsprechenden Bindungsstellen nur
schwer zuganglich waren. Fir NF45 sowie NF90/110 wurde beschrieben, dass sie im
Zellkern gréRere Komplexe mit p68 sowie hnRNPAL und anderen Proteinen ausbilden, die
multiple NF90/110 Isoformen enthalten (Guan et al., 2008). Bei Beteiligung von TRAIL-R1
an dieser Komplexbildung kodnnten somit seine Antikdrperbindungsstellen blockiert
gewesen sein, so dass in erster Linie nur frei zuganglicher TRAIL-R1 prazipitiert wurde.
Eine andere Mdaglichkeit besteht darin, dass bedingt durch die Ausbildung von TRAIL-
R1/TRAIL-R2-Heterokomplexen die Proteine nur aufgrund ihrer Interaktion mit TRAIL-R2
auch uber TRAIL-R1 prazipitiert werden konnten. Dagegen spricht allerdings, dass sich
p68 nicht in Komplexen mit TRAIL-R1 nachweisen liel3 sowie die Tatsache, dass eine
Hemmung von TRAIL-R1 ahnliche Effekte wie die von TRAIL-R2 hervorgerufen hat.

Bei der Analyse der RNA-Abhangigkeit der neu identifizierten Interaktionen der beiden
TRAIL-Todesrezeptoren ergab sich, dass die Assoziation zwischen hnRNPA1 und NF45
mit TRAIL-R2 und TRAIL-R1 RNA-unabhangig ist, was fur eine direkte Protein-Protein-
Interaktion spricht. Interessant ist in dieser Hinsicht die kirzlich veroffentliche Arbeit von
Chandra et al., in der fir den TGF-B-Rezeptor TBR1 gezeigt werden konnte, dass er nach
Translokation in den Zellkern direkt mit hnRNPA1 interagiert und auf diese Weise zu einer
alternativen Prozessierung der EGFR mRNA fuhrt, welche ein TBR1-bindendes Motiv
enthélt (Chandra et al., 2012). In &hnlicher Weise kdonnten auch TRAIL-R1 und TRAIL-R2
durch direkte Interaktion mit hnRNPAL im Zellkern an der posttranskriptionellen Regulation

der Genexpression beteiligt sein, was in zukinftigen Projekten untersucht werden sollte.

Da die gemeinsame Funktion aller in dieser Arbeit untersuchten TRAIL-R1- bzw- TRAIL-
R2-Interaktionspartner in der Regulation der Biogenese von let-7 besteht (Michlewski &
Caceres, 2010; Salzmann et al., 2007; Sakamoto et al., 2009), lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei der verbindenden RNA um miRNAs handeln konnte und die TRAIL
Rezeptoren auch an diesem Prozess beteiligt sind. Daher wurde als nachstes nach
Etablierung eines passenden Transfektionsmodells der Einfluss der nukledren Expression
von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 auf die Reifung von let-7 untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Inhibition sowohl von TRAIL-R1 als auch von TRAIL-R2 zu einer
gesteigerten Expression von reiffem let-7 und daraus resultierend zu einer

Herunterregulation seines Zielproteins Lin28B flhrte.
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Der genaue Mechanismus der Regulation der Biogenese von let-7 durch die beiden
TRAIL-Todesrezeptoren muss allerdings in weiteren Studien untersucht werden. Fir
TRAIL-R2 konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass er sowohl mit den
Kernkomponenten des Mikroprozessor-Komplexes Drosha und DGCRS8 als auch mit den
regulatorischen Proteinen interagiert. Diese konnen alle Gber die Bindung an pri-let-7 die
Reifung von let-7 spezifisch steigern (p68) bzw. inhibieren (hnNRNPA1, NF45) (Michlewski
& Caceres, 2010; Salzmann et al., 2007; Sakamoto et al., 2009). Verschiedene pri-let-7-
Spezies wurden Ubereinstimmend in Komplexen mit TRAIL-R2 gefunden. Darliber hinaus
konnte von der AG Trauzold gezeigt werden, dass die Hemmung von TRAIL-R2 spezifisch
die Aktivitat von Drosha steigert (Haselmann et al., 2014). Daher liegt hier die Vermutung
nahe, dass TRAIL-R2 die Reifung von let-7 durch eine Beeinflussung der Regulatoren des
Mikroprozessorkomplexes hemmt.

Let-7 gehort zu einer der am besten untersuchten miRNA-Familien und ist evolutionar
hochkonserviert (Pasquinelli et al., 2000). Zu seinen Zielproteinen gehéren Regulatoren
unterschiedlicher mitogener Signalwege wie zum Beispiel HMGA2, Ras, IMP-1, c-myc,
CDK®6 und CDC25A (Barh et al., 2010). Let-7 ist in humanen embryonalen Stammzellen
nicht nachweisbar und seine Expression wird mit beginnender Differenzierung der Zellen
induziert. In adulten, differenzierten Geweben wird dann ein konstant hohes
Expressionsniveau von let-7 aufrechterhalten und seine Zielproteine sind
dementsprechend kaum detektierbar (Boyerinas et al., 2010). Die Expression von let-7 gilt
daher als Kennzeichen fir Differenzierung (Barh et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass let-7
Familienmitglieder in unterschiedlichen Tumoren herunterreguliert sind und eine
Reexpression von let-7 die Tumorzellproliferation in vitro und die Tumorigenese in vivo
hemmen (Chang et al., 2009). Daher fungiert let-7 als Tumorsuppressor (Johnson et al.,
2005) und TRAIL-Todesrezeptoren kdonnten somit aufgrund der Inhibition von let-7 im

Zellkern als potentielle Onkogene angesehen werden.

Die funktionelle Relevanz einer TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-vermittelten Regulation von let-
7 konnte dadurch bestatigt werden, dass eine Inhibition der beiden TRAIL-
Todesrezeptoren zu einer verminderten Expression des let-7 Zielproteins Lin28B flihrte
und zwar infolge einer Zunahme von reifem let-7.

Lin28B unterliegt nicht nur der inhibitorischen Kontrolle durch let-7 (Boyerinas et al., 2008;

Rybak et al., 2008), sondern reguliert seinerseits dessen Expression auf drei
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unterschiedlichen Wegen. Durch direkte Bindung an die terminale Schleife von let-7
Vorlaufern verhindert es sowohl die Prozessierung von pri-let-7 zu pre-let-7 durch den
Mikroprozessor-Komplex (Newman et al.,, 2008; Viswanathan et al., 2008) als auch die
Dicer-vermittelte Prozessierung von pre-let-7 zu reifem let-7 im Zytoplasma (Rybak et al.,
2008). Daneben fuhrt Lin28B zur posttransskriptionellen Uridylierung von pre-let-7 und
damit zu dessen Degradation (Heo et al., 2008). Lin28B und let-7 bilden damit einen
doppelt-negativen Feedbackmechanismus aus, da Lin28B einen Suppressor von let-7
darstellt, der seinerseits von let-7 herunterreguliert wird (Rybak et al., 2008). Fir einige
Proteine wie NF-kB und c-myc wurde beschrieben, dass sie zum Teil direkt die Expression
von let-7 hemmen und zum anderen als Transkriptionsfaktoren im Zellkern durch
Stimulation der Genexpression von Lin28B zur Hemmung der Biogenese von let-7 fihren
(Viswanathan & Daley, 2010). Daher sollte in zukUnftigen Studien untersucht werden, ob
TRAIL-Rezeptoren im Zellkern neben der direkten Hemmung der Reifung von let-7
ebenfalls indirekt oder direkt die Transkription von Lin28B beeinflussen kdénnen und
dadurch die Inhibition von let-7 verstarken. In jedem Fall wird durch die in dieser Arbeit
nachgewiesene Beeinflussung der Expression von Lin28B durch die beiden TRAIL-
Todesrezeptoren deren Wirkung auf die Expression von let-7 und dessen Zielproteinen
gesteigert.

Lin28B ist ein evolutionar konserviertes RNA-bindendes Protein, das in embryonalen
Stammzellen sowie in sich entwickelnden Geweben exprimiert wird. Mit zunehmender
Differenzierung der Zellen wird seine Expression deutlich reduziert (Zhong et al., 2010). In
15 % aller Tumoren konnte eine vermehrte Expression von Lin28B nachgewiesen werden,
wobei seine Uberexpression die Transformation von Zellen in vitro und das
Tumorwachstum und die Metastasierung in vivo fordert (Boyerinas et al., 2010). Die in
dieser Arbeit beschriebene Beobachtung, dass TRAIL-Rezeptoren im Zellkern zu einer
vermehrten Expression von Lin28B flhren, lasst damit eine Proliferations-assoziierte
Funktion von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 vermuten.

Ein weiteres etabliertes Zielprotein von let-7, welches fir die Proliferation von Tumorzellen
sowie fur ihre Dedifferenzierung verantwortlich gemacht wird, ist HMGA2 (Watanabe et al.,
2009; Yu et al., 2007). In Transfektionsversuchen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine Inhibition von TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 zu einer verminderten

Expression von HMGAZ2 auf Proteinebene und mRNA-Ebene fiihrte. Folglich kam es
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aufgrund der durch Inhibition der TRAIL-Rezeptoren bedingten gesteigerten let-7-
Expression zu einer Degradation der HMGA2 mRNA. Dies liegt vermutlich an der nahezu
perfekten Komplementaritat mit der 3’"UTR von HMGAZ2 und passt zu den Beobachtungen
anderer Arbeitsgruppen (Park et al., 2007).

Um die funktionelle Relevanz der Regulation der Expression von HMGA2 durch TRAIL-R1
und TRAIL-R2 zu bestatigen, wurde der Einfluss einer Hemmung der beiden TRAIL-
Todesrezeptoren auf die Zellproliferation analysiert. Hierbei zeigte sich, dass sowohl eine
Herunterregulation von TRAIL-R1 als auch von TRAIL-R2 die Proliferation von
Tumorzellen hemmte. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit einen mdglichen
Mechanismus, wie TRAIL-Rezeptoren im Zellkern die Proliferation von Tumorzellen
fordern, ndmlich Gber Hemmung der Biogenese von let-7 und der damit verbundenen
Reexpression des Onkogens HMGAZ.

HMGA?2 ist ein frlhes embryonales Gen, das vor allem in Stammzellen vermehrt
exprimiert wird und in den meisten differenzierten Geweben nicht detektierbar ist (Park et
al., 2008). Fur verschiedene Tumorentitdten konnte eine deutlich gesteigerte Expression
von HMGAZ2 infolge einer reduzierten Expression von let-7 nachgewiesen werden
(Boyerinas et al., 2010). Genau wie auch Lin28B ist HMGA2 ein Stammzellfaktor und ein
Marker fiir Pluripotenz, dessen Expressionsmuster invers mit dem von let-7 korreliert ist
und der Kontrolle durch let-7 unterliegt (Peter, 2009). Gemal} der Stammzellhypothese
entstehen Tumore aus Zellen mit Stammzell-ahnlichen Eigenschaften, den sogenannten
Tumor-initierenden Zellen (TIC), die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen und
pluripotent sind (Boyerinas et al., 2010; Park et al., 2008; Yu et al., 2007). Genau wie in
normalen Stammzellen konnte in TICs nur ein geringes Expressionslevel von let-7
nachgewiesen werden (Barh et al., 2010). Es wird somit angenommen, dass es wahrend
der Karzinogenese eventuell aufgrund einer gesteigerten Expression von Lin28B zu einer
Herunterregulation von let-7 kommt. Infolge dessen werden die onkofetalen Zielproteine
von let-7 reexprimiert und flhren zur Dedifferenzierung der Tumorzellen und zur
Tumorprogression (Barh et al.,, 2010; Peter, 2009; Viswanathan et al., 2009; Yu et al.,
2007).

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die beiden TRAIL-
Todesrezeptoren im Zellkern an der Regulation der Expression von let-7, Lin28B und
HMGAZ2 beteiligt sind, lasst sich vermuten, dass eine nukleare Expression von TRAIL-

Rezeptoren ein weiteres Charakteristikum von TICs darstellen kdnnte. Hierzu passt auch



72 Diskussion

die Beobachtung von Rajeshkumar et al, dass TRAIL-R2 vermehrt in
Pankreastumorzellen exprimiert wird, die typische Stammzelleigenschaften aufweisen
(Rajeshkumar et al., 2010).

Neben der Stimulation der Proliferation von Tumorzellen kénnte die nukleére Lokalisation
der beiden TRAIL-Todesrezeptoren einen weiteren Vorteil fir Tumorzellen darstellen.
Durch Translokation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in den Zellkern ist es den Tumorzellen
vermutlich mdglich, sich der TRAIL-induzierten Apoptose zu entziehen. In
Ubereinstimmung hiermit haben Kojima et al. vor kurzem gezeigt, dass eine Inhibition des
Kernimports von TRAIL-R2 in HelLa- und HepG2-Zellen gegeniber einer TRAIL-
induzierten Apoptose sensitiviert (Kojima et al.,, 2011). Dies passt aulBerdem zu der
Beobachtung, dass humane Zytotrophoblasten TRAIL-R2 primar im Zellkern exprimieren
und sich gegeniber einer TRAIL-vermittelten Apoptose resistent zeigen (Bai et al., 2009).
Eine Stimulation mit TNFa fuhrte in dieser Studie zur Translokation von TRAIL-R2 auf die
Plasmamembran, vermutlich bedingt durch eine gesteigerte Expression von endogenem
TRAIL und sensibilisierte die Zellen somit fir TRAIL. In &hnlicher Weise beschreiben
Peternel et al., dass die nukledre Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in CD4- und
CD8-positiven T-Zellen flr eine Apoptoseresistenz der Zellen gegentber TRAIL
verantwortlich sein kénnte (Peternel et al., 2010). Die Translokation der beiden TRAIL-
Todesrezeptoren konnte einen mdoglichen Resistenzmechanismus von Tumorzellen
gegeniuber TRAIL-basierten Tumortherapien darstellen.

Interessant sind in diesem Zusammenhang zwei weitere Puplikationen. Shimizu et al.
konnten Bcl-xL als weiteres Zielprotein von let-7 identifizieren und argumentieren, dass let-
7 durch Hemmung der Expression von Bcl-xL auch in die Regulation der Apoptose
involviert ist (Shimizu et al., 2010). Somit ware es mdglich, dass TRAIL-Rezeptoren im
Zellkern durch die Inhibition der Biogenese von let-7 zu einer gesteigerten Expression des
anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL fiihren und damit die Transduktion der Apoptose nach
Aktivierung Zellmembran-gebundener TRAIL-Todesrezeptoren hemmen sowie deren
proinflammatorischen Signalwege verstdrken. Hierzu passen die Ergebnisse der
Arbeitsgruppe von lliopoulos et al., die demonstrieren, dass let-7 sowohl direkt als auch
indirekt Uber Ras zu einer Inhibition der Expression von IL-6 fihrt. IL-6 seinerseits aktiviert
NF-kB und fihrt damit zu Inflammation und zellularer Transformation (lliopoulos et al.,

2009). Zzusammengefasst liefern diese Beobachtungen eine weitere Erklarung fir einen
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Resistenzmechanismus von Tumorzellen gegeniber einer TRAIL-induzierten Apoptose.
Die beiden TRAIL-Todesrezeptoren kdonnten im Zellkern durch Hemmung der Biogenese
von let-7 auch 2zu einer gesteigerten Expression anti-apoptotischer sowie
proinflammatorischer Proteine filhren und damit die Signaltransduktion von
zellmembrangebundenem TRAIL-R1 und TRAIL-R2 regulieren. Dies konnte die
beschriebene (Trauzold et al., 2006; Ishimura et al., 2006; Hoogwater et al., 2010)

protumorale Wirkung von TRAIL in TRAIL-resistenten Zellen verstarken.

TRAIL-Todesrezeptoren bieten ein weiteres, neues Beispiel fiir Zellmembran-gebundene
Rezeptoren, die in den Zellkern transloziert werden kénnen und dort zum Teil Liganden-
unabhéngig Funktionen austben, die sich von denen unterscheiden, die nach Stimulation
durch ihren Liganden auf der Plasmamembran vermittelt werden. Fir die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen nukledren Funktionen von TRAIL-R1 und TRAIL-R2
konnte ebenfalls eine Unabhangigkeit von ihrem natlrlichen Liganden TRAIL
nachgewiesen werden (Haselmann et al., 2014). Das bekannteste Beispiel fir diesen
Mechanismus stellt die Familie der EGF-Rezeptoren dar. Fir einige Familienmitglieder
wurde beschrieben, dass sie nach Translokation in den Zellkern die Genexpression ihrer
Zielproteine entweder direkt regulieren, indem sie an deren Promotorsequenzen binden
oder indirekt durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren (Wang et al., 2010). In
ahnlicher Weise kann CD40, ein weiteres Mitglied der TNF-Rezeptor Familie, in den
Zellkern normaler oder maligner B-Zellen translozieren und dort durch Interaktion mit c-Rel
die Proliferation der Zellen stimulieren (Zhou et al., 2007).

Aufgrund der biologischen Bedeutung der hier identifizierten nukledren Funktion der
TRAIL-Todesrezeptoren fiur die Funktion des TRAIL/TRAIL-Rezeptorsystems und den
klinischen Einsatz TRAIL-basierter Tumortherapien sind weitere Studien hinsichtlich des
genauen intrazellularen Transportmechanismus unerlasslich. Fir TRAIL-R2 konnte
kirzlich nachgewiesen werden, dass der Kernimport Uber Importin 1 vermittelt wird
(Kojima et al., 2011). Im Gegensatz dazu sind der Mechanismus des Kernimports von
TRAIL-R1 sowie die regulatorischen Mechanismen fur die Translokation der beiden
TRAIL-Todesrezeptoren in den Zellkern unbekannt. In diesem Zusammenhang scheint die
Studie von Chandra et al. relevant zu sein. Hier wurde gezeigt, dass der TGF-3-Rezeptor
TBR1 nach Stimulation durch TGF-B transient mit Smad2/3 interagiert und durch

Komplexbildung mit Importin 1 und Nukleolin in den Zellkern transloziert wird. Hier kommt
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es in Abhangigkeit vom zellularen Kontext bei erh6hter Aktivitdt der Ran GTPase zu einer
Dissoziation von TBR1, welcher dann durch direkte Interaktion mit hnRNPA1 die
posttranskriptionelle Genexpression von EGFR reguliert (Chandra et al.,, 2012). Ein
ahnlicher Mechanismus kdnnte auch fur den Kernimport fir TRAIL-Rezeptoren eine Rolle
spielen und unterstreicht die Bedeutung des zelluldren Kontextes fir die intrazellulare
Distribution von Rezeptoren.

Die Identifizierung von Stimulatoren und Inhibitoren des Kernimports und der Aktivitat der
TRAIL-Todesrezeptoren sowie von Regulatoren ihrer intrazellularen Verteilung ist
dringend erforderlich, um das Verstandnis der physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen der TRAIL-Todesrezeptoren weiter zu verbessern und damit neue

zielgerichtete Therapieoptionen zu entwickeln.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit durchgeflhrten Experimente, dass beide
TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern unterschiedlicher Tumorzelllinien exprimiert werden
und dort mit den Proteinen des grof3en Mikroprozessor-Komplexes Drosha, DGCRS, p68,
NF45, NF90/110 und hnRNPAL interagieren, die alle an der Regulation der Biogenese der
MIiRNA let-7 beteiligt sind. Eine Herunterregulation sowohl von TRAIL-R1 als auch von
TRAIL-R2 im Zellkern fuhrte zu einem vermehrten Nachweis von reifem let-7 und dadurch
bedingt zu einer verminderten Expression der let-7 Zielproteine Lin28B und HMGAZ2 sowie
zu einer Inhibition der Zellproliferation. Auf diese Weise konnte ein bislang unbekannter
Mechanismus identifiziert werden, durch den TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern infolge
einer Inhibition der Reifung von let-7 zu einer gesteigerten Malignitdt von Tumorzellen

fuhren.
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5 Zusammenfassung
Die auf der Zelloberflache exprimierten Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 sind in

der Lage, nach Aktivierung durch TRAIL oder spezifische agonistische Antikorper die
Apoptose in einigen, aber nicht allen Tumorzellen zu induzieren. Insbesondere in
Apoptose-resistenten Tumorzellen werden nicht-apoptotische Signalwege induziert, die
unter anderem uber eine Aktivierung von NF-kB, Akt oder MAPKs zu Inflammation,
Zellproliferation, Invasion und Metastasierung fiuihren konnen. Diese Funktionen der
beiden TRAIL-Todesrezeptoren sind dabei abhangig von ihrer Expression auf der
Plasmamembran. Daneben konnten sowohl TRAIL-R1 als auch TRAIL-R2 im Zytoplasma
und Zellkern nachgewiesen werden. Die funktionelle Relevanz dieser Beobachtung ist
allerdings bislang nicht bekannt. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die spezifischen
Funktionen von intrazellularen  TRAIL-Todesrezeptoren in  unterschiedlichen
Tumorzelllinien untersucht.

Die intrazellulare Verteilung der TRAIL-Rezeptoren wurde in unterschiedlichen
Tumorzelllinien mittels Immunfluoreszenz und Zellfraktionierungsversuchen untersucht.
Die Zusammensetzung der intranukledren TRAIL-Rezeptorkomplexe wurde durch
Immunprézipitation der beiden Rezeptoren aus Kernextrakten sowie mittels
Immunfluoreszenzfarbung und konfokaler LSM analysiert und die Proteininteraktionen
durch Behandlung der Kernextrakte mit RNase A auf ihre RNA-Abhangigkeit Uberprft.
Der Einfluss einer Inhibition von TRAIL-Rezeptoren auf unterschiedliche Zielproteine
wurde mittels Tranfektionsmodellen analysiert und das Expressionsniveau mittels
Western-Blot sowie real-time RT-PCR bestimmt. Die Beurteilung der Proliferation von
Zellen erfolgte durch Zellzahlung.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass insbesondere TRAIL-R2, aber
in geringerem MalRe auch TRAIL-R1 im Zellkern verschiedener Tumorzelllinien exprimiert
wird. Die Analyse der nukledren TRAIL-Rezeptorkomplexe ergab, dass die beiden TRAIL-
Todesrezeptoren im Zellkern mit den Proteinen des grofien Mikroprozessor-Komplexes
Drosha, DGCRS8, p68, NF45, NF90/110 und hnRNPA1 interagieren, die alle an der
Regulation der Biogenese von let-7 beteiligt sind. Bei der Analyse der RNA-Abhangigkeit
der Proteininteraktionen wurde deutlich, dass lediglich die Interaktion zwischen TRAIL-R1
und TRAIL-R2 mit NF45 und hnRNPAL1 eine direkte Protein-Protein-Interaktion darstellt,

wohingegen die tbrigen Proteininteraktionen RNA-abhangig sind. Eine Herunterregulation
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sowohl von TRAIL-R1 als auch von TRAIL-R2 im Zellkern fiihrte zu einer vermehrten
Expression von reifem let-7 und infolge dessen zu einer Reduktion der Expression seiner
Zielproteine Lin28B und HMGAZ2 sowie zu einer Inhibition der Zellproliferation. Auf diese
Weise konnte gezeigt werden, dass die beiden TRAIL-Todesrezeptoren im Zellkern zu
einer gesteigerten Malignitat von Tumorzellen fihren, indem sie die Biogenese von let-7
hemmen und damit zu einer Reexpression der embryonalen Proteine Lin28B und HMGA?2
sowie zur Tumorzellproliferation fihren.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit ein neuer regulatorischer Mechanismus in der
Biologie von TRAIL-Todesrezeptoren identifiziert werden. Bislang wurde davon
ausgegangen, dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2 nur nach Stimulation durch ihren natirlichen
Liganden TRAIL auf der Zelloberflache apoptotische oder nicht-apoptotische Signalwege
induzieren. Hier konnte gezeigt werden, dass sie zusatzlich im Zellkern unterschiedlicher
Tumorzelllinien exprimiert werden und dort durch Inhibition der Biogenese von let-7 die
Proliferation von Tumorzellen férdern und damit zu einer gesteigerten Malignitat beitragen.
Diese Beobachtung erdffnet neue Perspektiven fur die bislang nicht untersuchte Funktion
intrazellularer Todesrezeptoren und sollte fiir das Regime TRAIL-basierter Tumortherapien

in Zukunft Berlcksichtigung finden.
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