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1 Einleitung

1.1 Pankreaskrebs

In Deutschland ist Bauchspeicheldriisenkrebs die vierthaufigste Krebstodesursache und die
Tumorerkrankung mit der schlechtesten Prognose. Die 5-Jahres-Uberlebenswahrschein-
lichkeit der haufigsten Form — dem pankreatischen duktalen Adenokarzinom (PDAC) — liegt
bei 6%. Zu den Risikofaktoren gehdren Nikotinabusus, Adipositas und Diabetes mellitus
Typ 2, aber auch genetische Einflisse werden diskutiert. Nur eine komplette chirurgische
Entfernung verspricht derzeit Heilungschancen, jedoch werden 80-85% der
Pankreaskarzinome aufgrund langer Symptomfreiheit erst im irresektablen Stadium
diagnostiziert (Vincent et al., 2011; Ying et al., 2016; GEKID, 2019).

1.2 TRAIL

Auf der Suche nach neuen Therapiekonzepten bei malignen Erkrankungen erlangte das
Zytokin TRAIL (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand; auch bekannt als
Apo-2 Ligand) in den vergangenen Jahrzehnten Interesse bei Forschenden, da gezeigt
werden konnte, dass TRAIL Krebszellen in den programmierten Zelltod fihren kann, wahrend
es keine toxischen Einflisse auf gesunde Korperzellen zu haben scheint (Ashkenazi et al.,
1999). Als Mitglied der TNF-Superfamilie weist TRAIL (bestehend aus 281 Aminosauren) eine
hohe Homologie zu anderen Proteinen dieser Familie auf, wie z.B. Fas-Ligand (FasL) oder
TNF-a (Wiley et al., 1995). Das Typ-ll-Transmembranprotein bindet als Trimer an die
zugehdrigen Rezeptoren. Durch Proteasen kann es auch in eine lgsliche Form Uberfihrt
werden, wobei die transmembrantse Form als potenter gilt (Pitti et al., 1996; Hymowitz et al.,
2000; De Miguel et al., 2016). Ebenso wie FasL ist TRAIL in der Lage, die Apoptose bei einem
breiten Spektrum an Zelllinien auszulosen. Wahrend FasL hauptsachlich von T-Zellen

exprimiert wird, findet sich TRAIL jedoch in vielen verschiedenen Geweben (Wiley et al., 1995).

Physiologisch spielt TRAIL u.a. eine Rolle in der Immuniberwachung durch NK-Zellen oder
aktivierte T-Zellen (Smyth et al., 2003). Der Einsatz von TRAIL oder agonistischer TRAIL-
Rezeptor-Antikorper als Krebstherapeutika scheiterte bisher — unter anderem durch die
Entwicklung von Resistenzmechanismen bei den behandelten Tumorzellen (Newsom-Davis
et al., 2009).

1.3 TRAIL-Rezeptoren

Beim Menschen sind funf verschiedene TRAIL-Rezeptoren (TRAIL-R) bekannt. Die TRAIL-
Rezeptoren 1 und 2 werden auch als TRAIL-Todesrezeptoren (death receptors DR4 bzw.
DR5) bezeichnet, da sie als Typ-I-Transmembranproteine Uber ihre intrazellulare
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Todesdoméne die Apoptose induzieren kdnnen (Pan et al., 1997a; Pan et al., 1997b). Sie
werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert (Spierings et al., 2004) und weisen eine
Homologie von 58% auf (Walczak et al., 1997). TRAIL-R2 kommt in zwei funktionellen
Isoformen vor, die durch alternatives Spleilen entstehen (Screaton et al.,, 1997).
Interessanterweise induzieren die TRAIL-Todesrezeptoren weitere sogenannte non-
apoptotische Signalwege wie die Nekroptose (Voigt et al., 2014) oder sogar diverse
malignitatsférdernde Signalwege (s. u.). Lemke et al. (2010) zeigten, dass der Zelltod bei den
PDAC-Zelllinien Colo357, Panc89 und PT45 bevorzugt Gber TRAIL-R1 induziert wird. Jedoch
scheint die Praferenz, ob die TRAIL-induzierte Apoptose Uber TRAIL-R1 oder -R2 vermittelt
wird, abhéngig von der jeweiligen PDAC-Zelllinie zu sein. Dabei gibt es keinen Zusammen-
hang zwischen der Préferenz und der Menge des einzelnen Rezeptors an der Zelloberflache
(Mohr et al., 2015). Bei Ligandenbindung kommt es zur Bildung heteromerer Komplexe aus
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (Kischkel et al., 2000; Lemke et al., 2010).

Mit TRAIL-Rezeptor 3 und 4 sind zwei Rezeptoren mit antagonistischem Einfluss bekannt.
Obwohl TRAIL mit hoher Affinitat bindet, kommt es nachfolgend nicht zur Induktion der
Apoptose. Sie werden auch als sogenannte Decoy-Rezeptoren (DcR; zu Deutsch: Koder)
bezeichnet unter der Vorstellung, dass sie mit den funktionellen Rezeptoren um TRAIL
konkurrieren. Als weiterer Mechanismus wurde fur TRAIL-R4 die Bildung inaktiver
Heterokomplexe mit TRAIL-R1 und TRAIL-R2 beschrieben (Clancy et al., 2005; Mérino et al.,
2006; Neumann et al., 2014). Eine hohe Expression der Decoy-Rezeptoren ist bei vielen
Tumoren mit einer schlechten Prognose assoziiert (O’Leary et al., 2015). TRAIL-R3 (DcR1) ist
Uber einen GPI-Anker an der Plasmamembran befestigt und besitzt im Gegensatz zu den
Ubrigen membrangebundenen TRAIL-Rezeptoren keine intrazellulare Doméne (Degli-Esposti
et al., 1997b). Bei untersuchten PDAC-Zelllinien konnte er zwar in den Zellen nachgewiesen
werden, jedoch ohne Anwesenheit an der Zelloberflache (Lemke et al., 2010). TRAIL-R4
(DcR2) besitzt eine gekirzte Todesdoméne, tUber die die Apoptose nicht initiiert werden kann.
Wie TRAIL-R1 und -R2 (s. u.) kann TRAIL-R4 jedoch zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB fuhren, was zusatzlich zu einer Apoptose-Resistenz beitragen kdnnte. Er wird von den
meisten Tumorzellen unterschiedlicher Entitaten exprimiert (Degli-Esposti et al., 1997a;
O’Leary et al., 2015).

Emery et al. (1998) konnten mit Osteoprotegerin (OPG) einen flinften Rezeptor fur TRAIL
identifizieren, der im Gegensatz zu den anderen TRAIL-Rezeptoren nur in Igslicher Form
vorkommt. Die Hauptfunktion von OPG liegt im Knochenstoffwechsel, wo es die
Knochendichte durch Hemmung von RANKL erhéht, aber auch immunologisch spielt es eine
Rolle. Der losliche Rezeptor besitzt eine geringere TRAIL-Affinitat als die Ubrigen TRAIL-
Rezeptoren. Seine Bedeutung im TRAIL-TRAIL-R-System ist weitgehend unklar (Walsh &
Choi, 2014).



1.4 Apoptose

Die Apoptose, also der programmierte Zelltod, ist ein Prozess von herausragender Bedeutung
fur die Entwicklung und Homdoostase von Organismen. So verhindert sie ein unkontrolliertes
Wachstum entarteter Zellen. Es wird zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg der
Apoptose-Induktion unterschieden. Bei letzterem fiihren DNA-Schaden etwa durch UV-
Belastung oder zytotoxischen Stress sowie Wachstumsfaktor-Entzug zur Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien (MacFarlane, 2003). Zytoplasmatisches Cytochrom C
bildet zusammen mit Apaf-1 und Procaspase 9 das Apoptosom — einen Multiproteinkomplex.
Dadurch wird Procaspase 9 aktiviert und kann ihrerseits proteolytisch die Effektorcaspasen
aktivieren, die den Zelltod einleiten. Mitglieder der sogenannten Bcl-2-Familie regulieren den
intrinsischen Weg Uber Beeinflussung der mitochondrialen Integritéat. Die anti-apoptotischen
Vertreter Bcl-2, Bel-xL und Mcl-1 stehen den pro-apoptotischen Vertretern Bak, Bax und Bok
gegenuber (Falschlehner et al., 2007).

Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch Liganden der Todesrezeptoren initiiert wie z. B.
TRAIL. Bei Binden von TRAIL an trimerisierten TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 kommt es an den
Todesdoméanen (DD, death domain) zur Rekrutierung des Adapterproteins Fas-associated
protein with death domain (FADD). Uber seine Todeseffektordomane (DED, death effector
domain) bindet FADD wiederum Procaspase 8 und Procaspase 10. Der Tod-induzierende
Signalkomplex (DISC, death-inducing signaling complex) formiert sich (De Miguel et al., 2016).
Dies filhrt wiederum zur Aktivierung der Effektorcaspasen. Die Endstrecke beider Wege
besteht in der Kernpyknose mit Kondensation und Degradierung der DNA, Zellschrumpfung

sowie Fragmentierung zu apoptotic bodies (MacFarlane, 2003).

Extrinsischer und intrinsischer Pfad stehen miteinander in Verbindung. Die uber die
Todesrezeptoren aktivierte Caspase 8 spaltet das Protein Bid in die aktive Form tBid, welche
in die Mitochondrien transloziert und dort die Freisetzung von Cytochrom C bewirkt (Luo et al.,
1998). Es wird zwischen Typ-I- und Typ-lI-Zellen unterschieden. Bei Typ-I-Zellen kann die
Apoptose allein extrinsisch tber die Aktivierung der Todesrezeptoren erfolgen, wohingegen
Typ-ll-Zellen einen zusatzlichen Anstol3 Uber den mitochondrialen Weg bendtigen (Scaffidi,
1998; Hinz et al., 2000).

1.5 Non-apoptotische Signalwege

Neben der Induktion der Apoptose kann TRAIL weitere Signalwege aktivieren, wie zum
Beispiel — unter Inhibition der Caspasen — die Nekroptose, einen alternativen Weg des
regulierten Zelltodes (Voigt et al., 2014). TRAIL-Stimulation kann das Tumorwachstum aber
auch unterstitzen, abhéngig von der Verteilung der Rezeptoren auf der Plasmamembran.

Wahrend TRAIL-Rezeptor-Lokalisierung in lipid rafts bei Bildung des DISC mit konsekutiver
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Apoptose verbunden ist, sind TRAIL-Rezeptoren aul3erhalb der lipid rafts teilweise mit
weiteren Signalwegen assoziiert, wie z. B. der Aktivierung von MAP-Kinasen, Proteinkinase C
(PKC) oder des PI3K/Akt-Signalweges, was zu verminderter Apoptose oder gesteigerter
Proliferation fihren kann (Azijli et al., 2013; Song et al., 2007). So wurde in vitro gezeigt, dass
TRAIL-Rezeptor-vermittelte  Aktivierung von PKC und von pro-inflammatorischem
Transkriptionsfaktor NF-kB die Entstehung einer Apoptose-Resistenz in PDAC-Zellen
begunstigt (Trauzold et al., 2001). NF-kB kann die Expression anti-apoptotischer Proteine wie
IAP, c-FLIP, Bcl-xL und TRAIL-R3 steigern (Wajant, 2004). Neben der Apoptose-Hemmung
tragt die Aktivierung von NF-kB Uber Forderung von Proliferation, epithelial-mesenchymaler
Transition (EMT), Metastasierung und Vaskularisierung zur Tumorentstehung bei (Hoesel &
Schmid, 2013). Hierbei spielt auch von den Tumorzellen eigens produziertes, sogenanntes
endogenes TRAIL eine Rolle, denn in verschiedenen TRAIL-resistenten Tumoren wie u.a.
PDAC fordert ebendieses endogene TRAIL das Tumorwachstum (Brittingham, 2011; von
Karstedt et al., 2015). Dies kann auch durch eine TRAIL-vermittelte Veranderung der Tumor-
Mikroumgebung bedingt sein (Hartwig et al., 2017). Auch in vivo konnten unter Inhibition der
Apoptose proinflammatorische und Invasions-beginstigende Effekte von TRAIL
nachgewiesen werden (A. Trauzold et al., 2006). Durch die gezielte Inhibition der alternativen
Signalwege kann experimentell eine Re-Sensitivierung fiir TRAIL-vermittelte Apoptose erzielt
werden (Azijli et al., 2013).

1.6 Therapieansatze mittels TRAIL

Als Teil der sogenannten ,hallmarks of cancer“ gehort die Verhinderung des Zelltods zu den
elementaren Resistenzmechanismen von Tumorzellen gegen eine erfolgreiche Krebstherapie
(Hanahan & Weinberg, 2011). Bei vielen Tumoren ist dies mit der Inaktivierung des
Tumorsuppressors p53 zu erklaren, der bei DNA-Schéden - verursacht z.B. durch
Chemotherapeutika — normalerweise zur Aktivierung des intrinsischen Weges der Apoptose
fuhrt. Beim PDAC findet sich zu 60—70 % eine Mutation im p53-Gen. Todesrezeptoren kénnen
die Apoptose unabhéangig von p53 Uber den extrinsischen Weg einleiten, wodurch man den
Resistenzmechanismus zu umgehen erhofft (Almasan & Ashkenazi, 2003; Ryan et al., 2014).
Ubliche Chemotherapeutika wirken vor allem tber eine Hemmung der Proliferation. Eine
gezielte Induktion der Apoptose hingegen ermdglicht, Krebszellen zu téten anstatt nur ihr
Wachstum zu stoppen (Lemke et al., 2014). Tatséchlich zeigte sich bei p53-mutierten
Kolonkarzinomen eine  synergistische  Wirkung zwischen TRAIL und dem

Chemotherapeutikum Irinotecan (Ravi et al., 2004).

TRAIL hat die besondere Fahigkeit, bei Tumorzellen die Apoptose auszulosen, wahrend
gesunde Zellen verschont bleiben (in vitro und in vivo) (Pitti et al., 1996; Ashkenazi et al., 1999;
Walczak et al., 1999). Dies will man sich therapeutisch mittels rekombinanten TRAIL oder
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agonistischen TRAIL-Rezeptor-spezifischen Antikorpern zu Nutze machen (Lemke et al.,
2014). Jedoch ist das erfolgreiche Ausldsen der Apoptose durch TRAIL zelllinienabhangig.
Wahrend einige Tumorzelllinien primar TRAIL-sensitiv sind oder sekundar nach Chemo-
therapie sensitiviert werden, zeigte sich bei anderen Tumorentitdten eine Resistenz gegenuber
TRAIL-Behandlung oder gar ein Profit durch diese (Wajant et al., 2005; Newsom-Davis et al.,
2009). Randomisierte kontrollierte Studien mit Dulanermin, einem rekombinanten TRAIL-
Praparat, sowie mit agonistischen TRAIL-Rezeptor-spezifischen Antikérpern zeigten bei guter
Vertraglichkeit keinen signifikanten Vorteil in der Krebsbehandlung verglichen zum normalen
Therapieregime. Die bisher wenig erfolgreiche Krebstherapie tiber die TRAIL-Rezeptoren wird
u. a. mit einer geringen intrinsischen Aktivitat der getesteten Wirkstoffe erklart, sodass starkere
Agonisten entwickelt werden. Neu entwickelte TRAIL-Rezeptor-Agonisten wie APG350
konnen zu hohergradigen Komplexen oligomerisieren, wodurch eine effektivere Rezeptor-
Aktivierung sowie eine langere Halbwertszeit erhofft wird (Lemke et al., 2014; Legler et al.,
2018). Es wurden TRAIL-Analoga entwickelt, die spezifisch TRAIL-R1 oder TRAIL-R2
adressieren. Die TRAIL-R1-spezifische Form erreichte bei den PDAC-Zelllinien Colo357 und
PancTu-I in vitro eine signifikant hohere Apoptose-Induktionsrate als die Wildtyp-Form. In
einem Xenograft-Mausmodell mit Colo357-Zellen konnte die hohere Effektivitdt ebenfalls
gezeigt werden (Yu et al., 2014). Die Hemmung der non-apoptotischen Signalwege stellt einen
moglichen unterstiutzenden Bestandteil einer TRAIL-basierten Therapie dar (Lemke et al.,
2014).

1.7 Resistenzmechanismen

Fur TRAIL-resistente Tumoren werden Strategien erforscht, die Resistenzmechanismen zu
unterdriicken und die Zellen so fiir eine Therapie zu re-sensitivieren (Lemke et al., 2014). Die
Resistenzen konnen ihren Ursprung an verschiedenen Stellen des Signalweges haben.
Zunachst einmal kommen eine verminderte TRAIL-Rezeptor-Synthese respektive inakti-
vierende Mutationen der Rezeptoren infrage (Indran et al., 2011). Jedoch konnte keine direkte
Korrelation zwischen Expressionsrate der TRAIL-Todesrezeptoren und Sensitivitdt gegen
TRAIL-Behandlung festgestellt werden (Zhang & Zhang, 2008). Ganz im Gegenteil werden die
TRAIL-Todesrezeptoren von vielen Karzinomen oft hoch exprimiert, wobei eine TRAIL-
Stimulation nur eingeschrankt zum Zelltod fiihrt (Todaro et al., 2008). Die Hochregulation der
Decoy-Rezeptoren, also der Apoptose-inhibierenden TRAIL-Rezeptoren 3 und 4, ist ein
weiterer Mechanismus der Resistenzbildung (Mérino et al., 2006). Die Herunterregulation
Apoptose-vermittelnder Proteine, die der TRAIL-Stimulation nachgeschaltet sind, wie z.B.
FADD, sind ebenfalls vorstellbar (Trauzold et al., 2003).

Bei Typ-1l-Zellen kann eine TRAIL-Resistenz durch Verlust von Bax oder Hochregulation von
protektiven Enzymen wie Bcl-2 oder Bcl-xL entstehen (Hinz et al., 2000; Huang & Sinicrope,
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2008; Lemke et al., 2014). IAP-Proteine (inhibitor of apoptosis) sind weitere bekannte Hemmer
der Apoptose, die hauptsachlich Uber Interaktion mit Caspasen wirken. lhr Vertreter XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis) spielt beim Pankreaskrebs eine dominante Rolle fur die TRAIL-
Resistenz (Salvesen & Duckett, 2002; Trauzold et al., 2003; Yu et al., 2014). Ein Knockdown
von XIAP fihrt in den PDAC-Zelllinien PancTu-lI und PaTull zur Sensitivierung fir TRAIL-
vermittelte Apoptose, wobei sogar eine Bcl-2-Uberexpression tiberwunden wird (Vogler et al.,
2008).

c-FLIP-Proteine dienen als negative Regulatoren der TRAIL-Rezeptor-vermittelten Apoptose,
indem sie am DISC die Aktivierung der Procaspasen blockieren. Mehrere Studien konnten
zeigen, dass Tumorzellen durch Hochregulation von c-FLIP einer TRAIL-vermittelten
Apoptose entgehen (Kaminskyy et al., 2013; De Miguel et al., 2016). Vice versa flhrte ein
Knockdown von c-FLIP mittels siRNA bei TRAIL-resistenten HCC-Zellen zu einer
Sensitivierung fur TRAIL-vermittelte Apoptose (Ganten et al., 2004).

Die Fehlfunktion der Bildung von lipid rafts an der Plasmamembran fihrt ebenfalls zu
verringertem Ansprechen auf TRAIL (s.0.). Das Flavonoid Quercetin und das Steroid Bufalin
fuhrt zu einer Re-Organisation von TRAIL-R1 und -R2 in die lipid rafts, wodurch die TRAIL-
Sensitivitdt erhoht wird (Psahoulia et al. 2007; Yan et al.,, 2014). Des Weiteren werden
epigenetische Vorgange als Mechanismus fir eine TRAIL-Resistenz diskutiert (Elias et al.,
2009). Auch posttranslationale Modifikationen wie O-Glykosylierung der TRAIL-Rezeptoren

koénnen einen Einfluss auf die Sensitivitdt haben (Wagner et al., 2007).

1.8 Intrazellulare Lokalisation von TRAIL-Rezeptoren als Resistenz-

mechanismus

Entgegen der Erwartung findet man bei vielen Tumoren eine erhdhte Expression von TRAIL-
Rezeptoren, die sich dann vorzugsweise intrazellular befinden. Dies ist in vielen Fallen mit
einer negativen Prognose assoziiert (Bertsch et al., 2014). So weisen PDAC-Zellen im
Vergleich zu nicht-neoplastischem Gewebe eine signifikant erhohte Menge an zyto-
plasmatischem wie auch nukledrem TRAIL-R2 (nTRAIL-R2) auf (Haselmann et al., 2014).
Histologisch kénnen beim Grofteil der Pankreaskarzinome TRAIL-R1 und -R2 intrazellular
nachgewiesen werden — oft sowohl zytosolisch als auch nuklear. An der Zelloberflache von
PDAC-Zellen werden TRAIL-R1 und -R2 seltener exprimiert als im umliegenden Gewebe. Der
Verlust von TRAIL-R2 an der Plasmamembran verschlechtert die Prognose (Gallmeier et al.,
2013). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass sich die TRAIL-Todesrezeptoren bei
resistenten Tumorzellen unterschiedlicher Entitdt vermindert an der Plasmamembran und
vermehrt im Zellinneren finden lassen. Sobald sowohl TRAIL-R1 als auch TRAIL-R2 an der

Plasmamembran fehlen, besteht eine vollstandige TRAIL-Resistenz (Zhang & Zhang, 2008).
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Daraus lasst sich schliel3en, dass die Verlagerung der Rezeptoren nach intrazellular einen
weiteren Resistenzmechanismus darstellt, denn im Inneren der Zelle sind die Rezeptoren nicht
disponibel fur eine Triggerung durch den Liganden TRAIL (Gallmeier et al., 2013). TRAIL-
Rezeptoren kénnen zudem einem Ectodomain-Shedding, d. h. der enzymatischen Abspaltung
der Ektodoméne, unterliegen, wodurch die Expression an der Zelloberflache vermindert
werden kann. Die Hemmung des Shedding stellt die Expression wieder her und erhoht die
Toxizitat von TRAIL (Kagawa et al., 2012). Erstaunlicherweise korreliert die Expressionsrate
der TRAIL-Rezeptoren 1 oder 2 an der Zelloberfliche von PDAC-Zellen nicht mit der
Bevorzugung eines Rezeptors fur die Apoptose-Induktion, sodass auch andere Einflisse
wesentlich fUr die TRAIL-Sensitivitat sein durften (Mohr et al., 2015).

Ein besonderes Augenmerk gilt dem Vorkommen von TRAIL-Rezeptoren — vor allem von
TRAIL-R2 — im Zellkern. So korreliert nuklearer TRAIL-R2 bei Tumorzellen mit einer TRAIL-
Resistenz, und umgekehrt ist im Zellkern fehlender TRAIL-R2 mit erhdhter TRAIL-Sensitivitat
assoziiert (Kojima et al., 2011). Immunfluoreszenz-Bilder aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Trauzold zeigen, dass bei Panc-1, einer relativ TRAIL-resistenten PDAC-Zelllinie (Huang &
Sinicrope, 2008), TRAIL-R1 vermehrt im Zytoplasma vorliegt, wahrend TRAIL-R2 vor allem im
Kern lokalisiert ist (Abb. 1). Undifferenzierte PDAC-Zellen weisen eine grof3e Menge nuklearen
TRAIL-R2s auf, wohingegen die Menge bei differenzierten Zellen gering ist. Eine hohe Rate
an nTRAIL-R2 ist beim Pankreaskarzinom in friihen Stadien mit einer schlechten Prognose
verkniipft (Haselmann et al., 2014). Nukledrer TRAIL-R1 (nTRAIL-R1) beeinflusst die
Prognose hingegen nicht (Gundlach et al., 2018). nTRAIL-R1 interagiert nur schwach mit
nuklearen Proteinen, wahrend TRAIL-R2 im Zellkern mit mehreren Proteinen der RNA-
Prozessierung assoziiert ist. Es wurde gezeigt, dass nTRAIL-R2 Uber Interaktion mit dem
Mikroprozessor-Komplex die Reifung von sogenannter let7-mikroRNA hemmt. Dadurch steigt
die Menge der Proteine Lin28B und HMGAZ2 an, was im Endeffekt zu einer Fdrderung der
Proliferation sowie zu erhdhter Malignitat von Tumoren fuhrt, so auch beim PDAC
(Haselmann et al., 2014). Uber die Funktion des nTRAIL-R1 fehlen Kenntnisse.

1.9 Endozytose von TRAIL-Rezeptoren

Dass TRAIL-Rezeptoren via Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kdnnen, wurde
bereits beschrieben. Bei Abwesenheit des Liganden TRAIL kommt es in geringem Mal3e zur
Endozytose der Rezeptoren 1 und 2. Durch Behandlung mit TRAIL kann die Internalisierung
deutlich gesteigert werden (Kohlhaas et al., 2007). An einer TRAIL-sensitiven Mamma-
karzinom-Zelllinie wurde gezeigt, dass wiederholte Behandlung mit subtoxischen Dosen
TRAIL zu einer TRAIL-Resistenz der Zellen flihrt. Dies ist mit einer signifikant reduzierten
Exposition der TRAIL-Todesrezeptoren an der Zelloberflache verbunden, wobei die
Gesamtexpression der Rezeptoren innerhalb der Zellen unverandert bleibt (Yoshida et al.,
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2009). Dies lasst vermuten, dass die vermehrte Endozytose nach TRAIL-Stimulation zur
Resistenzbildung fuhrt. So kénnten Tumorzellen oder umgebende Stromazellen auto- bzw.
parakrin TRAIL sezernieren und somit eine Resistenz induzieren (Bertsch et al., 2014).
Austin et al. (2006) berichten, dass die ligandenabhangige Endozytose von TRAIL-R2 Clathrin-
vermittelt stattfinde. Tatsachlich besitzen sowohl TRAIL-R1 als auch -R2 an der
zytoplasmatischen Doméne mit der Sequenz EAQC®*LL bzw. ESEHLL ein klassisches Signal
fur die Clathrin-abhéngige Endozytose (Zhang & Zhang, 2008; Akazawa et al., 2009; Kozik et
al.,, 2010). Dynamine spielen bei der Abschnirung endozytotischer Vesikel von der
Plasmamembran eine Rolle. Von den drei bekannten Isoformen scheint insbesondere
Dynamin-1 (Dyn-1) an der Endozytose der TRAIL-Rezeptoren beteiligt zu sein. Reis et al.
haben einen Mechanismus beschrieben, wie TRAIL bei Binden an die Zelle die Endozytose
der TRAIL-Todesrezeptoren induziert. Uber Caspase-8 kommt es zur Aktivierung des ER-
gebundenen Ryanodin-Rezeptors und zum Calcium-Einstrom ins Zytoplasma. In der Folge
wird Calcineurin-abhangig die GTPase Dyn-1 und damit die Clathrin-vermittelte Endozytose
aktiviert (Ferguson & De Camilli, 2012; Reis et al., 2017). Bei der Endozytose der TRAIL-
Rezeptoren scheinen aber auch Clathrin-unabhangige Mechanismen eine Rolle zu spielen
(Kohlhaas et al., 2007).

Zwei Arbeitsgruppen beobachteten bei TRAIL-resistenten Zellen, dass das Einbringen eines
Plasmids fir TRAIL-R1 nicht zur Expression an der Zelloberflache fihrt, was mit einer
gestorten Sortierungsmaschinerie erklart wird. Die Hemmung der Glykosylierung in dem einen
Fall und die direkte Hemmung der Endozytose im anderen Fall stellten die Expression der
TRAIL-Rezeptoren an der Plasmamembran wieder her und hatten eine Sensitivierung fur
TRAIL-vermittelte Apoptose zu Folge. Die Herunterregulation des Endozytose-Proteins
Clathrin oder seines Adapterproteins AP2 hatten den gleichen Effekt (Jin et al., 2004; Zhang
& Zhang, 2008).

1.10 Intrazellulérer Transport von TRAIL-Rezeptoren

Abgesehen von den genannten Erkenntnissen zur Endozytose ist das Wissen uber die
Transportmechanismen der TRAIL-Rezeptoren rar. Einige Aspekte der Verteilung der TRAIL-
Rezeptoren und deren Regulation sind jedoch bekannt. Der Signalerkennungspartikel (SRP,
signal recognition particle) scheint am Transport von TRAIL-R1 zur Plasmamembran beteiligt
zu sein. SRP ist ein Ribonukleoprotein, das co-translational an der Einschleusung von
Membranproteinen ins ER beteiligt ist. Herunterregulation von SRP fiihrt zu einer deutlich
verringerten TRAIL-R1-Exposition an der Plasmamembran, was eine Apoptose-Resistenz bei
Stimulation mit TRAIL oder agonistischen TRAIL-R1-Antikérpern zur Folge hat. Das Level an
TRAIL-R1-mRNA bleibt dabei unberihrt. Die Expression von TRAIL-R2 an der Plasma-

membran wird nicht signifikant beeinflusst (Ren et al., 2004).



Kojima et al. (2011) konnten zeigen, dass das Karyopherin Importin 31 fur den Kerntransport
von TRAIL-R2 verantwortlich zu sein scheint. Durch Herunterregulation von Importin 31 wird
die Menge an TRAIL-R2 im Kern vermindert, wahrend die Expression an der Plasmamembran
steigt. Dies fuhrt zu einem gesteigerten TRAIL-Ansprechen. Die Lokalisation von TRAIL-R1
hingegen wird durch Knockdown von Importin B1 nicht beeinflusst. Des Weiteren werden zwei
fur den Kernimport obligate Kernlokalisierungssignale (NLS, nuclear localization signals) in der

Proteinsequenz von TRAIL-R2 beschrieben (Kojima et al., 2011).

In der Arbeitsgruppe von Prof. Anna Trauzold gab es Hinweise auf eine Assoziation von
TRAIL-R2 mit dem Kernexportprotein CRM1 (chromosome region maintenance 1 protein
homolog; s. Abb. 1). Das Karyopherin CRM1 — auch bekannt als Exportin-1 (XPO1) — bindet
sein Substrat Gber nukledre Exportsignale (NES). Unter Bildung eines ternaren Komplexes
aus CRM1, RanGTP und der Fracht erfolgt der Kernexport durch eine Kernpore (NPC, nuclear
pore complex). Im Zytoplasma dissoziiert der Komplex unter Hydrolyse von RanGTP zu
RanGDP. Daraufhin rezirkulieren CRM1 und RanGDP in den Kern, wo RanGDP zu RanGTP
reaktiviert wird. Ein RanGTP/GDP-Konzentrationsgefélle zwischen Kern und Zytoplasma dient
als Antrieb des Prozesses (Stade et al., 1997; Lu et al., 2015). Bei TRAIL-R3 und -R4 gibt es
ebenfalls Hinweise auf Sequenzen, die kompatibel mit CRM1 sein kénnten (Zhang et al.,
2000).

TRAIL-R1

Abbildung 1: Immunfluoreszenzfarbung von TRAIL-R1, TRAIL-R2 und CRM1 mit
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie bei Panc-1

Immunfluoreszenzbilder von Panc-1-Zellen aus der AG Trauzold zeigen eine Co-Lokalisation von
TRAIL-R2 und CRM1. Zudem wird deutlich, dass TRAIL-R1 vermehrt im Zytoplasma exprimiert wird,
wahrend TRAIL-R2 bevorzugt im Zellkern vorkommt. CRM1 ist grof3tenteils nukleér lokalisiert.
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Wenn die subzellulare Verteilung von TRAIL-Rezeptoren untersucht werden soll, lohnt sich
der Blick auf andere intrazellular auftretende Membranrezeptoren. Von Rezeptor-Tyrosin-
kinasen (RTK) ist bekannt, dass sie internalisiert werden, um nachfolgend in Lysosomen
abgebaut zu werden oder zur Plasmamembran zu rezirkulieren. Inzwischen weild man, dass
nach der Endozytose auch weitere intrazellulare Ziele wie Golgi-Apparat, Mitochondrien oder
Zellkern angesteuert werden. Beim EGF-Rezeptor flhrt die Ligandenbindung zur Endozytose
mit konsekutivem Transport in den Zellkern. Dort wirkt EGFR als Transkriptionsfaktor. Die
Autoren Wang & Hung schlugen fir dieserart translozierte Rezeptoren die Bezeichnung MRIN
(Membranrezeptoren im Nukleus) vor (Carpenter & Liao, 2009; Wang & Hung, 2009, 2012).

Ob TRAIL-Rezeptoren auf analoge Weise in den Kern gelangen, ist bislang ungeklart.

1.11 Fragestellung der Arbeit

In dieser Arbeit werden Mechanismen betrachtet, die die subzellulare Verteilung der TRAIL-
Rezeptoren beeinflussen kdnnten. Zunachst sollen PDAC-Zellen dahingehend untersucht
werden, ob eine Stimulation mit TRAIL die Verteilung verandert. Dies konnte Hinweise auf eine
ligandenabhéngige Internalisierung der TRAIL-Rezeptoren geben, wie sie bei anderen
Zelllinien bereits beschrieben wurde (Kohlhaas et al., 2007). Neben der Menge an TRAIL-
Rezeptoren im Zytoplasma interessiert hierbei vor allem die Menge im Zellkern, um — in
Analogie zum EGF-Rezeptor und anderen RTK — Riickschliisse auf eine etwaige liganden-
abhangige Translokation der Rezeptoren von der Plasmamembran zum Zellkern zu ziehen.
Damit der mdgliche Einfluss von auto- oder parakrin sezerniertem TRAIL beurteilt werden
kann, soll dieses experimentell neutralisiert werden und anschlieend die Verteilung der

Rezeptoren betrachtet werden.

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist die Herkunft der nukledaren TRAIL-Rezeptoren. Sie
kodnnten einerseits aus einem unabhdngigen Pool an TRAIL-Rezeptoren stammen und direkt
nach ihrer Synthese in den Kern gelangen, ohne dass eine Verbindung zu den
Plasmamembran-gebundenen Rezeptoren besteht. Andererseits konnten die TRAIL-
Rezeptoren wie bei den RTK von der Zelloberflache aus zum Zellkern gelangen. Zur Klarung
des Ursprungs sollen die oberflachlichen TRAIL-Rezeptoren durch das Vitamin Biotin markiert
werden. Biotin per se gelangt nicht nach intrazellular und bindet an freie Aminogruppen der
oberflachlichen Proteine (Von Boxberg et al., 1990). Wenn sich nach einiger Zeit markierte
TRAIL-Rezeptoren im Zellkern wiederfinden, weist das auf eine Herkunft von der Zell-
oberflache hin. So soll eine moégliche Wanderung der TRAIL-Rezeptoren nachvollzogen

werden.

Auch der Kerntransport der TRAIL-Rezeptoren soll betrachtet werden. Wahrend Importin 31
als Karyopherin fir den Kernimport identifiziert wurde (Kojima et al., 2011), fehlen Kenntnisse

Uber verantwortliche Kernexportproteine. Daten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Anna
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Trauzold geben Hinweise auf eine mogliche Beteiligung des Proteins CRM1, was in dieser
Arbeit weiter untersucht werden soll. Ein groReres Verstandnis Uber den Kernexport kénnte
dazu dienen, die nukledare Menge der TRAIL-Rezeptoren — insbesondere des mit einer
schlechten Prognose assoziierten nTRAIL-R2 — therapeutisch zu reduzieren. Uber Immun-
prazipitationsversuche soll CRM1 als Interaktionspartner der TRAIL-Rezeptoren bestétigt
werden. AuRerdem soll CRM1 durch Leptomycin B (LMB) gehemmt werden und der Einfluss
auf die nukledre Menge der TRAIL-Rezeptoren betrachtet werden. LMB ist ein Antibiotikum
und Antimykotikum sowie Hemmer des eukaryotischen Zellzyklus. Zudem wurde es als
spezifischer CRM1-Inhibitor identifiziert, indem es kovalent an die Aminoséure Cys528 bindet
(Kudo et al., 1999).

Die verschiedenen TRAIL-Rezeptoren kdnnen miteinander interagieren — sowohl an der
Plasmamembran als auch intrazellular (Neumann et al., 2014). Deshalb liegt ein weiterer
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf der Korrelation zwischen den verschiedenen TRAIL-
Rezeptoren und auf der gegenseitigen Beeinflussung ihrer Lokalisation. Dazu wird je ein
TRAIL-Rezeptor runterreguliert und anschlie@end die Expression der Rezeptoren an der
Zelloberflache sowie im Zytoplasma und im Zellkern untersucht. Die stabile Herunterregulation
der verschiedenen TRAIL-Rezeptoren erfolgt Gber eine lentivirale Transfektion mit ShRNA
(short hairpin RNA). Diese shRNA bindet nach einer Prozessierung an die mRNA des Zielgens
und fuhrt zur Degradation des mRNA-Stranges. Im Gegensatz zu transient wirkender siRNA
wird shRNA von der transfizierten Zelle stetig neu produziert, nachdem sie retroviral ins
Genom integriert worden ist (Moore et al., 2010). Mit den Ergebnissen sollen Kenntnisse tber
Abhangigkeiten und mogliche gemeinsame Transportmechanismen der TRAIL-Rezeptoren

erlangt werden.

Das Pankreaskarzinom ist ein Malignom mit sehr schlechter Prognose. Obgleich TRAIL oder
TRAIL-Agonisten potenzielle Therapeutika darstellen, sind viele Tumoren resistent. Die
intrazellulare Lokalisation der TRAIL-Rezeptoren stellt einen moglichen Resistenz-
mechanismus vor TRAIL-vermittelter Apoptose dar. Zudem konnen nukleare TRAIL-
Rezeptoren tiber non-apoptotische Funktionen tumorférdernd wirken (Haselmann et al., 2014).
Uber eine pharmakologische Beeinflussung der Oberflachenexpression der TRAIL-
Rezeptoren konnte eine TRAIL-Resistenz riickgangig gemacht werden bzw. eine Resistenz-
entwicklung verhindert werden (Jin et al., 2004). Kenntnisse Uber Regulationsmechanismen
der subzellularen TRAIL-Rezeptor-Verteilung kdnnten deshalb von essenzieller Bedeutung

sein, um Zellen fur eine TRAIL-Behandlung zu sensitivieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Puffer und Losungen

Vor dem Erstellen von Lysaten wurden die jeweiligen Puffer mit einem Protease-Inhibitor

versetzt, um einen Protein-Verdau zu verhindern.

Tabelle 1: Verwendete Puffer und ihre Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung |Mengenangabe
Elutionspuffer TRIS HCI pH 6,8 62,5mM
SDS 1%wl/v
Glycerol 10%viv
DTT 50mM
EMSA-I-Puffer DTT 1mM
EDTA 0,2mM
HEPES pH 7 10mM
KCI 10mM
IP-Lysepuffer Glycerol 1%viv
NacCl 120 mM
TRIS Base pH 7,4 30mM
Triton X-100 1%viv
Kern-Lyse-Puffer Glycerol 1%viv
NacCl 120 mM
TRIS Base pH 7,4 30mM
NP-40 0,5%viv
Laufpuffer Glycin 192mM
SDS 1%viv
TRIS Base pH 7,4 25mM
Lammli-Probenpuffer 4fach Bromphenolblau 0,02 % wiv
DTT 200mM
Glycerol 40%viv
TRIS HCI pH 6,8 250 mM
SDS 8% wiv
MACS/ Azid PBS 50ml
BSA 0,5%wiv
Natriumazid 0,05 % wiv
MACS/ Formalin PBS 50ml
BSA 0,5%w/v
Formaldehyd 1% viv
Magermilch/ TBS-T (5 %) TBS-T 1fach 300ml
Magermilchpulver 159
Polysomenpuffer NP-40 0,5 % |HEPES pH 7 10mM
KCI 150 mM
MgCl, 5 mM
NP-40 0,5% viv
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RIPA-Puffer TRIS Base pH 7,4 50mM
NaCl 150mM
NP-40 1%vliv
Na-Desoxycholat 1%wlv
SDS 0,2% wlv
TBS-T 1fach NaCl 140mM
TRIS Base pH 7,4 20mM
Tween 20 0,1%viv
Transferpuffer 1fach Methanol 20%viv
Glycin 190mM
TRIS Base 100 mM
2.1.2 Kits
Tabelle 2: Verwendete Kits
Bezeichnung Hersteller

DC Protein Assay Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate | Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Antisense: TGATCATGAAGTTTGATGG

Antisense: GCATTAAAGCAGCGTATC

Antisense: TCTGATATAAATTTCTCCC

Antisense: TAACAAGTAAGACAAGCTG

2.1.3 shRNAs
Tabelle 3: Verwendete shRNA-Sequenzen
Zielstruktur |Sequenz-ID |Sequenz
TRAIL-R1 383714

TRAIL-R2 16711

TRAIL-R4 16774

TRAIL-R4 239709

TRAIL-R4 344449

Antisense: AAGAAATGAATTTCTTCCG

2.1.4 Antikorper fur die Immunprazipitation

Tabelle 4: Antikorper fur die Immunpréazipitation

Priméarantikorper Wirt

Hersteller

Anti-CRM1 Maus

BD Biosciences, Heidelberg

HGS-ETR1 (Mapatumumab) | Mensch

Human Genome Sciences Inc., UK

HGS-ETR2 (Lexatumumab) | Mensch

Human Genome Sciences Inc., UK

HS101 Maus Alexis Biochemicals, Schweiz
HS201 Maus Alexis Biochemicals, Schweiz
HS402 Maus Alexis Biochemicals, Schweiz

2.1.5 Antikdrper fur die Western Blot Analyse

Tabelle 5: Antikdrper fur den Western Blot
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Primarantikorper | Wirt Verdunnung | Hersteller Katalog Nr.
Anti-a-Tubulin Kaninchen |1:50.000 Epitomics, Hamburg 1878-1
Anti-3-Actin Maus 1:20.000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | A5441
Minchen
Anti-CRM1 Maus 1:500 BD Biosciences, Heidelberg 611832
Anti-CRM1 Kaninchen |1:1000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, |E7784
Minchen
Anti-Lamin A/C Kaninchen | 1:2000 Cell Signaling Technology, UK | 2032
Anti-TRAIL-R1 Kaninchen | 1:5000 Millipore GmbH, Schwalbach 16955
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen |1:3000 ProSci Inc., USA 2019
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen |1:1000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | AB16942
Munchen
Anti-TRAIL-R4 Maus 1:200 Santa Cruz Biotechnology Inc., |sc-65310
USA
2.1.6 Antikorper fur die Durchflusszytometrie
Tabelle 6: Antikorper fir die Durchflusszytometrie (APC-konjugiert)
Zielstruktur | Wirt | Hersteller Katalog Nr.
TRAIL-R1 Maus | R&D Systems Inc., USA | FAB347A
TRAIL-R2 Maus | R&D Systems Inc., USA | FAB6311A
TRAIL-R4 Maus | R&D Systems Inc., USA | FAB633A
IgG1 Maus | R&D Systems Inc., USA | ICO02A
1gG2B Maus | R&D Systems Inc., USA | ICO041A
2.1.7 Substanzen fir die Behandlung von Zellen
Tabelle 7: Verwendete Substanzen zur Behandlung der Zellen
Substanz Herkunft Verdinnung |Hersteller Katalog Nr.
Anti-TRAIL Kaninchen 1ug/mi Abcam, Berlin ab9959
Leptomycin B Streptomyces sp. | 20nmol/I Sigma-Aldrich Chemie |87081-35-4
GmbH, Minchen
Rekombinantes | E. coli 10 ng/ml PeproTech EC., UK 310-04
humanes TRAIL
2.1.8 Chemikalien
Tabelle 8: Verwendete Chemikalien
Chemikalien Hersteller
Accutase Innovative Cell Technologies Inc., USA

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

BSA (bovines Serumalbumin)

Biomol GmbH, Hamburg

complete Mini Protease-Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Curix 60 Developer G153 A und B

Agfa-Gevaert N.V., Belgien

Curix 60 Rapid Fixer G354

Agfa-Gevaert N.V., Belgien

ddH20 Millipore Reinstwasseranlage
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
DPBS Thermo Fisher Scientific Inc., USA
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DTT (Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fetales Kalberserum

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

GlutaMAX Supplement 100fach

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karsruhe
HEPES Thermo Fisher Scientific Inc., USA

IGEPAL CA-630 (Nonidet P-40 = NP40)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Isopropanol 70%

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCI2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Avantor Performance Materials B.V., NL

Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Rotistock 20 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natrium-Dodecylsulfat

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumpyruvat 100fach

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktalil

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Protein G Sepharose Beads 4 Fast Flow

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Puromycin Dihydrochlorid (P8833)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

RPMI 1640 Kulturmedium

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Salzsaure 25%

Avantor Performance Materials B.V., NL

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

TRIS Base

Merck KGaA, Darmstadt

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Trypsin /EDTA Ldsung 10fach

Biochrom GmbH, Berlin

Tween 20

Merck KGaA, Darmstadt

2.1.9 Gerate und weitere Materialien

Tabelle 9: Verwendete Geréate und Materialien

Gerate & weitere Materialien

Typbezeichnung

Hersteller

Autoklav

Cs

Webeco, Selmsdorf

Autoradiographie-Kassette

Hypercassette RPN11642

GE Healthcare, Freiburg

Blottingkammer

Mini Trans Blot Cell

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Cellulose- Sorte 3 Chr Whatman, Dassel
Chromatographiepapier

Combitips advanced 5ml Eppendorf, Hamburg
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg
ECL-Chemiluminiszenz-Film CL-X Posure Film Thermo Fisher Scientific, USA
Filmentwickler Curix 60 Agfa-Gevaert, Belgien
Flockeneisbereiter AF 200 Scotsman, Italien

Handdispenser

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg

Injektionskantlen

0,4mm x 40mm (27G 11/2”)

Becton-Dickinson, Heidelberg

Kapillarspitzen

MultiFlex Round Tips (200 pl)

Sorenson BioScience, USA

Kihlzentrifuge

5415 R

Eppendorf, Hamburg

Magnetrihrer MR 3001 Heidolph Instruments,
Schwabach
Microloader 0,5-20 pL, 100 mm Eppendorf, Hamburg
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Mikroskop

Axiovert 135

Carl Zeiss, Oberkochen

Mikrotiterplatten
(Durchflusszytometrie)

96-Well, konischer Boden

Thermo Fisher Scientific, USA

Mikrotiterplatten
(Proteinbestimmung)

96-Well, Flachboden,
transparent

Sarstedt, Nimbrecht

Mikrotiterplatten-Photometer

Sunrise

Tecan Group, Schweiz

Pasteurpipetten

ISO 7712 (230 mm)

Thermo Fisher Scientific, USA

Petrischalen

TC Schale 150, Standard

Sarstedt, Nimbrecht

pH-Messgerat

inoLab pH Level 1

WTW, Weilheim

Pipettenspitzen

10ul, 200 pl, 1000 pl

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettierhilfe

Pipetus

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Plattformschdttler

Duomax 1030

Heidolph Instruments,
Schwabach

PVDFE-Membran

Immobilon-P

Merck, Darmstadt

Reagenzglasschuttler

REAX 2000

Heidolph Instruments,
Schwabach

Reaktionsgefalie/ Reagiergefalle

0,5ml; 1,5ml; 2ml

Sarstedt, Niimbrecht

Reinstwasseranlage Milli-Q Millipore, Schwalbach
Rollenmischer RM5 Assistent, Sondheim v. d. Rhon
Rundboden-Rdéhrchen 5ml Thermo Fisher Scientific, USA

SDS-PAGE Gelkammer

XCell SureLock Mini-Cell

Thermo Fisher Scientific, USA

Serologische Pipetten

5ml; 10ml; 50 ml

Sarstedt, Niumbrecht

Sonifiziergerat

PG.1029

MSE, UK

Spannungsgeber

Standard Power Pack P25

Biometra, Goéttingen

Spritze (1 ml)

BD Plastipak Spritze

Becton-Dickinson, Heidelberg

Spritze (50 ml)

BD Perfusion Spritze

Becton-Dickinson, Heidelberg

Thermoblock

Thermomixer kompakt

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge

Mini Spin Plus

Eppendorf, Hamburg

Tris-Glycin Gel 4-20%

1,0mm, 10-/12-/15-Well

Thermo Fisher Scientific, USA

Ultrazentrifuge Optima XL-80

Rotor SW28Ti; Rotor SW60Ti

Beckmann Coulter, Krefeld

Ultrazentrifuge TL100

Rotor TLA-100

Beckmann Coulter, Krefeld

Verschlussfolie

Parafiim M

Bemis Company, USA

Zéahlkammern zur Zellz&hlung

SD100 Cellometer

Nexcelom Bioscience, USA

Zellkulturflaschen

T25, T75, T175

Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturplatten

6-/12-/96-Well-Platten

Sarstedt, Nimbrecht

Zellkulturzentrifuge

Rotina 48 R

Hettich, Tuttlingen

Zellschaber

16cm; 25cm; 39cm

Sarstedt, Nimbrecht

Zellzahlmessgeréat

Cellometer Auto T4

Nexcelom Bioscience, USA

Zentrifugenréhrchen (Falcons)

15ml; 50 mi

Sarstedt, Nimbrecht
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

Es wurden vier verschiedene humane Pankreasadenokarzinom-Zelllinien verwendet. Panc-1-
und PancTu-I-Zellen stammen aus Primartumoren, wahrend Colo357- und Panc89-Zellen aus
Lymphknotenmetastasen etabliert wurden. Alle Zelllinien weisen adharentes Wachstum auf
(Sipos et al., 2003).

2.2.2 shRNA-Transduktion

Um eine stabile Runterregulation der verschiedenen TRAIL-Rezeptoren zu erreichen, wurden
mit ShRNA transfizierte Zellen im Labor von Prof. Anna Trauzold etabliert. Als Vektor dienten
modifizierte Lentiviren (Dharmacon GIPZ Lentiviral ShRNA), sodass die Arbeiten unter der bio-
logischen Sicherheitsstufe 2 erfolgten. Gemal den Herstellerangaben wurden die lentiviralen
Partikel in HEK293T-Zellen vervielfaltigt und danach aus dem Uberstand der Zellen ge-
wonnen. AnschlieBend wurden die Zielzellen Colo357 und PancTu-l mit den Partikeln
transfiziert. Durch die Behandlung mit dem Antibiotikum Puromycin, gegen das erfolgreich
transfizierte Zellen eine Resistenz aufweisen, konnten die shRNA-tragenden Zellen selektiert

werden.

Es wurden Zelllinien erstellt, die entweder TRAIL-R1, -R2 oder -R4 herunterregulieren. In eine
Kontrollzelllinie wurde ein ,leerer” Vektor, der kein Gen ausschaltet, eingebracht (als non-
silencing bezeichnet). Fiur die Herunterregulation von TRAIL-R4 wurden teils verschiedene
Vektoren verwendet (shRNA16774 und shRNA344449 bei Colo357-Zellen bzw.
shRNA 16774 und shRNA 239709 bei PancTu-I-Zellen).

2.2.3 Zellkultur

Fur die Zellkultur wurde RPMI-1640 Medium verwendet, das zu 10 % mit FCS sowie mit 1 mM
Natriumpyruvat und 2mM GlutaMAX versetzt wurde. Die Zellen wurden in T25-, T75- und
T175-Flaschen im Brutschrank bei 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5% und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 100% kultiviert. Ein Passagieren der Zellen fand zweimal wdchentlich bei
einer Konfluenz von 80-95 % statt. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen einmal kurz
mit PBS gewaschen und anschlielend mittels der Serinprotease Trypsin abgelost. Das
Verdauungsenzym spaltet die Adhasionsmolekiile der Zellen, sodass sie bei einer
Inkubationszeit von 8-10min bei 37°C in Suspension gehen. Es wurden 1,5ml Trypsin
(1-fach) fur T25-, 4ml fur T75- und 8 ml fir T-175-Flaschen verwendet. Wenn eine
schonendere Abldsung der Zellen erwiinscht war (z.B. im Rahmen der Untersuchung von
Oberflachenproteinen via Durchflusszytometrie), wurde statt Trypsin die Enzym-Ldsung

Accutase in gleichen Volumina verwendet.
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Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von aquivalenten Mengen Medium gestoppt
und die Zellen in ein Zentrifugenrdéhrchen (50 ml) Gberfihrt. Nach Zentrifugation mit 400 g fir
4min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in frisches
Kulturmedium resuspendiert und im gewlnschten Teilungsverhéltnis in neue Zellkultur-

Flaschen uberfihrt.

2.2.4 Behandlung mit TRAIL

Die Zellen wurden fir unterschiedliche Dauer mit TRAIL stimuliert (1 h, 3h, 6h, 18h), um den
Einfluss von TRAIL in einer Zeitkinetik beobachten zu kénnen. Fir jeden dieser Zeitpunkte
wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat, wobei 5 x 10° Zellen pro Well (bei den Ansatzen
1h, 3h, 6h; inkl. Platte fiir Kontroll-Ansatz ohne Stimulation) bzw. 3x10° Zellen pro Well (bei
dem uUber Nacht stimulierten Ansatz von 18h Dauer; inkl. Platte fur Kontroll-Ansatz ohne
Stimulation) ausgeséat wurden. Alle Ansatze wuchsen zunachst ohne Stimulation fiir 24 h. Dann
erfolgte die Stimulation mit TRAIL in einer Konzentration von 10ng/ml fur den jeweiligen
Zeitraum. Anschlie3end wurden die Zellen lysiert (s. u.).

2.2.5 Behandlung mit anti-TRAIL Antikorper

Es wurden Zellen auf je einer 6-Well-Platte fiur die anti-TRAIL-Behandlung und den Kontroll-
Ansatz ausgesat, wobei 3 x 10° Zellen pro Well verwendet wurden. Zur Behandlung wurde dem
Medium direkt bei der Zellaussaat neutralisierender anti-TRAIL Antikdrper in einer
Konzentration von 1 ug/ml zugefligt. Nach einem Wachstum von 48 h wurden die Zellen lysiert
(s.u.). Die Funktion von anti-TRAIL wurde in Vorarbeiten unter verschiedenen Konzen-

trationen von TRAIL getestet.

2.2.6 Behandlung mit Leptomycin B (LMB)

Es wurden Zellen auf je einer 6-Well-Platte fur die LMB-Behandlung und fir die Kontrolle
ausgesat, wobei erstere 24h nach dem Aussden mit 20nmol/l Leptomycin B behandelt
wurden. Nach 8 h wurden funf der sechs Wells zur Erstellung von Kern-/ Zytoplasma-Lysaten

verwandt, das ubrige Well zur Erstellung von Gesamtzelllysat.

2.2.7 Herstellung von Gesamtzelllysaten mittels RIPA-Puffer

Alle Schritte der Erstellung der Gesamtzelllysate erfolgten — wenn nicht anders bezeichnet —
auf Eis. Der RIPA-Puffer wurde mit Protease- sowie einem Phosphatase-Inhibitoren versetzt.
Die in 6-Well-Platten kultivierten Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und danach je
nach Zelldichte mit 100 yl (bei 50 % Konfluenz) bis zu 200 ul (bei 90-100 % Konfluenz) RIPA-
Puffer benetzt. AnschlieBend wurden die lysierten Zellen mittels Zellschaber abgekratzt und in

Eppendorf-Reaktionsgefal3e tberfuhrt. Die Lysate wurden fur 10 min stehen gelassen, dann
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bei -80°C eingefroren und wieder aufgetaut. Durch Sonifikation fiir 10 sec wurde die Zelllyse
weiter unterstitzt. Die Proben wurden fir 15min bei 16.000g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Rohrchen transferiert. Wenn die Lysate nicht unmittelbare Ver-

wendung fanden, wurden sie bei -20 °C verwahrt.

2.2.8 Herstellung von Gesamtzelllysaten mittels IP-Lysepuffer

Je nach Versuch wurden 3—7 groRe Petrischalen ausgesat, wobei die Zellen bei Gewinnung
der Lysate nach 36 h zu 70-90 % konfluent waren. Nach einmaligem Waschen mit kaltem PBS
wurden 4 ml IP-Lysepuffer hinzugegeben, die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt
und in ReagiergefaRe uberfiihrt. Die Lysate wurden fir 20min auf Eis inkubiert und
anschliel3end zunéchst bei 2.300g fur 5min und dann bei 16.000g fir 30 min zentrifugiert
(beides bei 4 °C). Die Uberstande wurden in neue Gefale tiberfiihrt und die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem DC Protein Assay Kit (Bio-Rad). Die Lysate wurden

bei -20°C eingefroren.

2.2.9 Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten

Zur Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten wurden die Zellen auf 6-Well-Platten
ausgesat und je nach Versuch entsprechend behandelt. Bei Erstellen der Lysate waren die
Zellen zu 80-100% konfluent. Funf der sechs Wells dienten der Kern-/ Zytoplasma-
Fraktionierung, das sechste der Erstellung von RIPA-Gesamtzelllysaten (s.0.). Nach
Absaugung des Mediums wurden die Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen und dieses
abgesaugt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis respektive mit einer auf 4 °C eingestellten
Kihlzentrifuge. Die Zellen wurden mit 200yl EMSA1-Puffer pro Well lysiert, mit einem
Zellschaber abgelést und in einem 2ml-Reagiergefa? zusammengefihrt. AnschlieRend
wurden die Lysate 8 min auf Eis stehen gelassen, um eine optimale Lyse zu erreichen. Der
hypotone EMSAL1-Puffer fihrt zum Platzen der Zellen, sodass nach Zentrifugation fur 8 min bei
16.000g der Uberstand als zytoplasmatische Fraktion abgenommen werden kann, wéhrend
sich Kerne und Zelltrimmer im Pellet befinden. Da kein Detergens verwendet wird, kann der
Uberstand als rein zytosolische Fraktion betrachtet werden, die keine Organellen oder
intrazellulare Membranen mehr enthalt. Zur Gewinnung der Kernfraktion wurde das Pellet
viermal mit je 1 ml EMSAL-Puffer vorsichtig resuspendiert, fir 5min bei 16.000g zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dies garantiert, dass die Zellen im Pellet zum Platzen gebracht
werden und die Reinheit der nukledren Fraktion erreicht wird. Dann wurde das Pellet mit 150 pl
Polysomenpuffer versetzt und resuspendiert. Zur Verbesserung der Lyse wurde die Flussigkeit
mehrmals durch eine Spritze mit Nadel (26 Gauge) gezogen. Nach 30-minitigem
Zentrifugieren bei 16.000g wurde der Uberstand als nukleére Fraktion abgenommen und in

ein neues Rohrchen Uberfihrt. Dem Kernextrakt wurden 7,5 ul Polysomenpuffer mit einem
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Anteil von 10% IGEPAL CA-630 zugesetzt, um eine Endkonzentration dieses Detergens von
etwa 0,5% im Lysat zu erhalten.

2.2.10 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die quantitative Bestimmung von Proteinen erfolgte in RIPA-Gesamtzelllysaten mithilfe des
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher), in IP-Lysaten und Kern-/ Zytoplasma-Extrakten
hingegen mithilfe des DC Protein Assay Kit (Bio-Rad). Eine Verdiinnungsreihe von BSA diente
als Kalibrierung. Fur das Pierce BCA Protein Assay Kit wurden die Proben zweimal 1:10
verdinnt, um dann je zweimal auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen zu werden. Beim DC
Protein Assay Kit wurden die Proben unverdinnt und ebenfalls vierfach aufgetragen. Nach
Zugabe der nétigen Reagenzien gemall Herstellerinstruktionen wurden die Protein-

konzentrationen kalorimetrisch vom Photometer bestimmt.

2.2.11 Immunpréazipitation

Die Immunpréazipitation (IP) ermdéglicht, Proteine anzureichern sowie Interaktionen zwischen
Proteinen zu detektieren. Mithilfe spezifischer Antikbrper werden die zu untersuchenden
Proteine aus dem Lysat isoliert. Bindungspartner dieser Proteine werden dabei ebenfalls
isoliert und kénnen in einer Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Auf diese Weise
kann die Komplexbildung von Proteinen untersucht werden, wobei keine Aussage dartber
getroffen werden kann, ob die Proteine direkt miteinander interagieren oder aber Uber ein oder
mehrere Vermittlermolekiile. Es kamen sogenannte Protein G Sepharose Beads zum Einsatz,
etwa 90 um grofRe Partikel aus dem Polysaccharid Sepharose, die mit rekombinantem Protein

G beschichtet sind. Protein G bindet den Fc-Teil von IgG-Antikdrpern.

Die folgenden Schritte erfolgten auf Eis. Zunachst erfolgte ein sogenanntes Preclearing des
Lysats, wodurch unspezifische Bindungen an die Protein G Sepharose minimiert werden
sollten. Pro Probe wurde hierflr ein Reagiergefal? (1,5ml) mit 40ul Protein G Sepharose
beflllt. Da die Sepharose in 20 % Ethanol vorlag, musste sie zunachst ,umgepuffert* werden,
indem sie zweimal mit je 1 ml IP-Lysepuffer gewaschen wurde. Zwischen den Waschschritten
wurden die Beads fiir 30 sec bei 835 g zentrifugiert und der Uberstand wurde mit Microloader-
Pipettenspitzen abgenommen. Dadurch wurde der Verlust der Beads auf ein Minimum
gesenkt. Das Lysat wurde entsprechend einer Menge von 1mg Protein auf die Beads
gegeben. Das Volumen wurde in allen Proben mit Lysepuffer auf 1,3ml erhoht. Die Proben
wurden mit Parafilm abgedichtet und fir drei Stunden bei 4°C invertiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Proben fur 30sec bei 8359 zentrifugiert und das Lysat wurde

mittels Microloader-Spitzen in ein neues Rohrchen tberfihrt. Die Beads wurden verworfen.
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Nun wurden die Antikérper fir die Prazipitation zu den Lysaten gegeben. Fir jeden Antikorper
wurde zusétzlich eine sogenannte Antikdrper-Kontrolle (AkK) erstellt, wobei statt des Zelllysats
lediglich reiner Lysepuffer mit dem Antikdrper versetzt wurde. Die Kontrolle diente spéater der
Unterscheidung, ob eine Bande im Western Blot ein gebundenes Antigen oder nur den
verwendeten Antikorper abbildet. Die mit Parafilm abgedichteten Proben wurden Uber Nacht
bei 4°C invertiert. Diese Zeit diente dem Binden der Antikorper an die im Lysat befindlichen
Antigene. Neben Antikdrpern gegen die TRAIL-Rezeptoren und gegen CRM1 wurde fur die
Prazipitation zudem sogenanntes TRAIL-FLAG-Fc verwendet. Hierbei ist der Ligand TRAIL
Uber die Aminosauresequenz FLAG an einen Fc-Teil gebunden, sodass es ebenfalls Uber
Protein G isoliert werden kann (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch H. Wajant,

Universitatsklinikum Wiurzburg).

Neue Réhrchen wurden mit 40 ul Protein G Sepharose versehen, wobei die Beads in den IP-
Lysepuffer Uberfihrt werden mussten (s.0.). Das Lysat bzw. die AKK wurden hinzugefiigt und
die Proben wurden wiederum fir drei Stunden rotiert, damit die Antikdrper mit dem Fc-Teil an
das Protein G binden konnten. Zur Kontrolle wurden zudem Beads mit Lysat versetzt, dem
zuvor kein Antikorper beigefiigt worden war (Beads-Kontrolle).

AnschlieRend wurden die Beads flinfmal mit 1 ml Lysepuffer gewaschen. Die Proben wurden
jedes Mal fur 30sec bei 835¢g zentrifugiert, der Uberstand wurde mit Microloader-Pipetten-
spitzen abgesaugt und verworfen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die trocken gelegten
Beads bei Raumtemperatur mit 60 pl Lysepuffer und 40 ul vierfachem Lammli-Probenpuffer
versetzt. Um die Proteine von den Beads zu l6sen, wurden die Proben auf dem Heizblock flr
10min bei 80°C geschiittelt. Die ReaktionsgefalRe wurden erneut zentrifugiert und der
Uberstand wurde mittels Microloader-Spitzen in neue Rohrchen uberfiihrt. Bis zur Analyse via
Western Blot wurden die Proben bei -20 °C eingefroren. Fir Prazipitation und Blotting wurden
Antikorper unterschiedlicher Spezies verwendet, um die Detektion des IP-Antikdrpers im

Western Blot zu verhindern.

2.2.12 Biotinylierung oberflachlicher Proteine und deren Nachweis in den

verschiedenen Zellfraktionen (sog. Biotinylierungsversuch)

Die Markierung der Oberflachenproteine von Zellen durch Biotin und die nachfolgende
Isolierung der biotinylierten Proteine aus verschiedenen Zellfraktionen erfolgte mit dem Pierce

Cell Surface Protein Isolation Kit von Thermo Scientific.

Es wurden 16 T-75-Flaschen Panc-1-Zellen so ausgesét, dass sie am Folgetag eine Konfluenz
von 90-95% aufwiesen. Die Halfte der Flaschen wurde fir die Biotinylierung der Zellen
verwendet, die andere Halfte fungierte als unbiotinylierte Kontrolle. Zundchst wurde das

Medium entfernt und die Zellen zweimal mit je 10ml kaltem PBS gewaschen. Den
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Herstellerangaben folgend wurden 24 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin in 96 ml PBS geldst. Pro T75-
Flasche wurden 10 ml der Biotin-Lésung auf die Zellen gegeben. Bei den Kontroll-Ansatzen
wurden 10ml PBS verwendet. Die Zellen wurden schwenkend fir 30 min bei 4 °C inkubiert,
damit das Biotin an die Oberflachenproteine bindet. Durch Hinzufligen von 500 ul Quenching
Lésung je Flasche wurde die Markierungsreaktion gestoppt. Die Lésung wurde abgesaugt und
die Zellen zweimal mit je 10ml kaltem PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte sie Zugabe
frischen Mediums auf die Zellen. Nach einer vierstiindigen Inkubation bei 37 °C wurde die
Halfte der Flaschen zur Gewinnung von Kern- und Zytoplasmaextrakten, die andere Halfte zur
Gewinnung von RIPA-Gesamtzelllysaten verwendet. Dazu wurden die Zellen nach einmaligem
Waschen mit 10ml kaltem PBS mit 500 ul PBS versetzt, abgeschabt und der Inhalt von vier
T-75-Flaschen in einem Falcon-Rohrchen (50 ml) vereint. Die Zellen wurden bei 400 g fir 5min
zentrifugiert und die Pellets in dem jeweiligen Puffer resuspendiert. Das Vorgehen bei der
Kern-/ Zytoplasma-Fraktionierung entspricht der bereits oben erlauterten Methode, wobei in
diesem Fall je 800 ul EMSA1-Puffer auf die Pellets gegeben wurde. Nach einer Inkubation fur
8min auf Eis und Zentrifugation fiir 8min bei 16.000g wurden 500 ul des Uberstandes als
zytoplasmatische Fraktion in ein neues 1,5 ml-Reagiergefal® tberfihrt. Fir die nun folgenden
Waschschritte wurden die Pellets auf je vier Réhrchen aufgeteilt, um eine effektivere Lyse
verbliebener intakter Zellen zu ermdoglichen. Nach dem Waschen (s.0.) wurden sie wieder
vereint, fir 5min bei 16.000g zentrifugiert und das Pellet in 500l Polysomenpuffer
resuspendiert. Zur Gewinnung von RIPA-Gesamtzelllysaten wurden die aus den Flaschen
abgeschabten Zellen nach Zentrifugation in 500 pl RIPA-Puffer aufgenommen, dann wie oben
beschrieben 10 min auf Eis stehen gelassen, eingefroren, auf Eis aufgetaut, 10 sec sonifiziert,

15min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Réhrchen uberfiihrt.

Als Néchstes folgte die Isolierung der markierten Proteine aus den verschiedenen Lysaten.
Dazu wurden spezielle Réhrchen (,Saulen®) verwendet, die mit 500 ul NeutrAvidin Agarose
versetzt wurden (im Kit enthalten). Nach einem dreimaligen Waschschritt der Saulen mit 500 pl
Waschpuffer (s. Kit) wurden die Lysate zu den Saulen gegeben. Die Saulen wurden fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur Gberkopfrotiert. NeutrAvidin bindet Biotin und damit auch die mit
Biotin markierten Proteine. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Lysate ausgewaschen
und als sogenannter ,Durchfluss“ aufgefangen. Die Saulen wurden nach Protokoll viermal mit
500 pl Waschpuffer gespult. Da die NeutrAvidin Agarose dabei nicht ausgewaschen wird,
verbleibt diese mitsamt der gebundenen biotinylierten Proteine in der Sdule. Um die Proteine
von der Agarose zu lésen, wurden die Saulen mit Elutionspuffer (SDS-PAGE Sample Buffer +
50mM DTT) versetzt. Das Sulfo-NHS-SS-Biotin ist Uber einen sogenannten Spacer-Arm mit
dem Protein verbunden. Dieser Spacer-Arm enthalt eine Disulfidbricke. Durch das im
Elutionspuffer enthaltene Reduktionsmittel DTT wird diese Brlicke gespalten und das Protein

I6st sich, wobei eine Sulthydrylgruppe am Protein verbleibt (Herstellerangaben).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Erstellung von ,,Durchfluss"” und ,,Eluat"

a: NeutrAvidin Agarose (blau dargestellt) befindet sich in einer Saule. b: Das Lysat wird hinzugegeben.
Biotinmolekule (gelb) binden mitsamt den assoziierten Proteinen (rot) an Avidin. c: Alles, was nicht an
Avidin gebunden hat, wird als sogenannter ,Durchfluss ausgewaschen. d: Elutionspuffer wird
hinzugeflgt. Disulfidbriicken zwischen Biotin und Proteinen werden aufgeldst. e: Frei gewordenes
Protein kann im ,Eluat* gewonnen werden.

A = Avidin; B = Biotin; —S—S— = Disulfidbriicke; —S—H/ H-S— = Sulfhydrylgruppe

Bei den RIPA-Gesamtzelllysaten wurden 400 pl Elutionspuffer auf die Saulen gegeben, bei
den Kern-/ und Zytoplasma-Lysaten je 200ul. Nach einer Uberkopfrotation fiir 1h bei
Raumtemperatur wurden die Eluate in Reagiergefal3en aufgefangen und mit 5 pl vierfachem
Lammli-Probenpuffer versetzt. Die ,Durchfluss“-Lysate wurden mit 125 ul vierfachem Lammli-
Probenpuffer versetzt. Alle Proben wurden fiir 5min auf 95 °C erhitzt und bis zur Verwendung
fur eine SDS-PAGE bei -20 °C eingefroren.

2.2.13 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichts durch Gelelektrophorese
wurden fertige Tris-Glycin Polyacrylamid-Gele (Gradient 4-20%, Dicke 1,0mm, Thermo
Fisher Scientific) verwendet. Dabei kamen Gele mit 10, 12 oder 15 Taschen zum Einsatz. Die
Gele wurden den Herstellerangaben entsprechend in die passenden Gelkammern (XCell

SureLock Mini-Cell, Thermo Fisher Scientific) eingespannt und mit Laufpuffer versehen.
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Nach vorsichtigem Entfernen der Kamme und Waschen der Taschen mit dem Laufpuffer
wurden die mit Lammli-Puffer versetzten Proben mittels Kapillarspitzen in die Taschen
pipettiert. Das Volumen richtete sich dabei nach der jeweils gewlinschten Proteinmenge. Bei
jedem Gel wurden 10ul Marker (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder) als
Komigrationsstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 125V fir die Dauer von

zwei Stunden.

2.2.14 Western Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine via Western Blot auf eine
Membran Ubertragen. Dazu wurden PVDF-Membranen genutzt, die zunachst fir 30sec in
100 % Methanol aktiviert wurden. Es wurde ein Tank-Blot-System verwendet, bei dem Gel und
Membran in einer Blotkassette im Sandwichprinzip zwischen mit Puffer genasstem
Cellulosepapier und Schwammchen platziert wurden. Die Membran wurde anodenseitig auf
das Gel gelegt. Nun wurde die Kassette gemalR Herstellerangaben in die mit Transferpuffer
beflillte Blottingkammer Uberfuhrt. Der Proteintransfer erfolgte innerhalb von 75min bei
400 mA und konstanter Spannung.

Nach dem Blotting wurde die Membran fur 30sec in Methanol inkubiert und bei Raum-
temperatur getrocknet. Dann wurde sie nacheinander fir je 30sec in Methanol und TBS-T
Uberfuhrt. Um unspezifisches Binden der Antikorper zu verhindern, wurde die Membran fiir 1 h

bei Raumtemperatur in 5% Magermilch/ TSB-T geschwenkt.

Fur die Inkubation der Membran mit dem jeweiligen Primérantikdrper wurde ein Falcon-
Roéhrchen (50 ml) mit 4ml 5% Magermilch/TBS-T und dem verdiinnten Antikoérper versehen.
Nach einem kurzen Waschschritt in TBS-T wurde die Membran in das Réhrchen tberfiihrt und
Uber Nacht auf einem Rollenmischer bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgten zwei kurze
und drei 10-minutige Waschschritte in TBS-T auf einem Plattformschuttler. Anschliel3end
wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur in 5% Magermilch/ TBS-T mit dem

HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert.

Der Nachweis der Zielproteine erfolgte Uber das chemiluminiszente Detektionsreagenz ECL,
das bei Anwesenheit von HRP Licht emittiert und so einen Rontgenfilm schwarz farbt. Dazu
wurde die Membran wie zuvor mit TBS-T gewaschen, auf eine Folie gelegt und mit 2ml der
ECL-L6sung bedeckt. Nach einer Minute wurde die Membran in eine Filmkassette Uberfuhrt
und dabei in transparente Folie eingeschlagen. In der Dunkelkammer wurde der Rontgenfilm
in die Kassette gelegt und nach einer Expositionszeit von 1 min bis zu 2 h entwickelt. Die Dauer
wurde je nach Starke des emittierten Lichts variiert, um optimale Banden zu erhalten. Wenn
die Banden zu schwach waren, wurde die Membran kurz gewaschen und der Vorgang mit

dem Substrat ECL Plus nach Herstellerangaben wiederholt.
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Eine Quantifizierung der Western Blot Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der Programme

ImageJ 1.53a und Microsoft Excel.

2.2.15 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie kann unter anderem zur Analyse der Prasenz
bestimmter Proteine an der Zelloberflache verwendet werden. Die Zellen werden mit einem
Antikorper inkubiert, der gegen das untersuchte Oberflachenprotein gerichtet ist. Am Fc-Teil
ist der Antikorper mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Im Zytometer werden die Zellen
einzeln durch eine diinne Kiivette geleitet und passieren einen Laser. Neben Informationen
Uber GrofRe und Granularitat der Zellen wird die Fluoreszenzintensitat gemessen, die
Aussagen Uber das Ausmald der Exponierung des markierten Proteins macht (Givan, 2011).

Die verwendeten, mit shRNA transfizierten Zellen exprimieren GFP (griin fluoreszierendes
Protein) als Transfektionskontrolle, dessen Emissionsmaximum bei 508 nm liegt. Fir die
Zytometrie wurden deshalb APC-gekoppelte Antikdrper verwendet, die ihr Emissionsmaximum
bei 660 nm haben.

Je Ansatz wurden Zellen auf einer 6-Well-Platte ausgesat mit 2x10° Zellen pro Well. Nach
24 h wurde das Medium entfernt und die Wells mit je 500 ul Accutase versetzt, um die Zellen
nach 10min schonend abzuldsen. Die Zellen wurden in einem Zentrifugenréhrchen vereint,
runterzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in 700yl MACS/Azid-Puffer
resuspendiert. FcR-Blocking Reagenz wurde im Verhéltnis 1:100 zugefiigt, um unspezifische
Antikoérper-Bindungen zu verhindern. AnschlieRend wurden die Zellen gezéahlt und in eine 96-
Loch-Platte gegeben, wobei je 1 x 10° Zellen pro Well Giberfuihrt wurden. Pro Ansatz wurden
Wells befillt fur die jeweiligen APC-gekoppelten Antikdrper, fiir APC-gekoppelte IgG1- bzw.
IgG2B-Isotypkontrollen sowie flir eine Kontrolle ohne Antikdrper. Die Platte wurde fiir 5min bei
250g und 4 °C zentrifugiert, danach vorsichtig am Waschbecken dekantiert, um den Uberstand
zu entfernen. Nun wurden die Proben mit 10pul der jeweiligen Antikdrper respektive der
Kontrollen fr 30min inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit 100 ul MACS/ Azid, bei denen
die Proben wie zuvor zentrifugiert und dekantiert wurden, wurden die Zellen in 100 pl

MACS/ Formalin aufgenommen und in Rundboden-Rdéhrchen tberfuhrt.

Am Durchflusszytometer wurde eine Zellzahl von je 10.000 Zellen mit dem FL4-Detektor
gemessen und mit den Computerprogrammen Weasel 3.1 und Microsoft Excel ausgewertet.
Der Median der gemessenen Signalintensitat wurde jeweils in Beziehung gesetzt zur

entsprechenden Isotypkontrolle.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss exogen zugefuhrten TRAILs auf die Verteilung der TRAIL-
Rezeptoren

Eine Stimulation mit TRAIL kann zu vermehrter Internalisierung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2
fuhren (Kohlhaas et al., 2007). Zunéchst sollte untersucht werden, ob dies auch fir PDAC-
Zellen zutrifft und wie die subzelluldre Verteilung der TRAIL-Rezeptoren dadurch beeinflusst
wird. Hierfir wurden Colo357-Zellen im Sinne einer Zeitkinetik fir 1 h, 3h, 6h und 18h mit
TRAIL in subtoxischer Dosierung (10 ng/ml) behandelt. Zusatzlich wurden Kontrollen erstellt,
die nicht stimuliert wurden. Die Behandlung Uber 18h erhielt aufgrund einer geringeren
Zellaussaat einen eigenen Kontrollansatz. Fir jeden Zeitpunkt wurden Zytoplasma-Extrakt,
Kern-Extrakt sowie Gesamtzelllysat erstellt. Nachfolgend wurde die Expression der TRAIL-
Todesrezeptoren in den Proben mittels Western Blot untersucht. Das Gesamtzelllysat (GZL)
ist ein Abbild aller Fraktionen, schlief3t also Kern, Zytoplasma und Plasmamembran mit ein.
Um ein gleichmafiiges Auftragen der Proben und die Reinheit der einzelnen Fraktionen zu
kontrollieren, folgte dem TRAIL-Rezeptor-Nachweis die Immundetektion von Lamin A/C und
a-Tubulin. Lamine sind kennzeichnend fur den Zellkern, wohingegen Tubuline als Bestandteile
des Zytoskeletts nur im Zytoplasma vorkommen. Im Gesamtzelllysat sind folglich sowohl

Lamin A/C als auch a-Tubulin zu erwarten.

In Abbildung 3 wird ersichtlich, dass TRAIL-R1 und -R2 intrazellular exprimiert werden und
dabei sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vorkommen. Insgesamt finden sich zu den
verschiedenen Zeitpunkten keine deutlichen Unterschiede in der Expression der Rezeptoren.
Bei genauer Betrachtung lasst sich eine leichte Erh6hung der nuklearen Menge sowohl von
TRAIL-R1 als auch von TRAIL-R2 nach einer Stunde erkennen. Die Ladekontrolle zeigt, dass
dies nicht mit Fehlern bei der Beladung des Gels zu erklaren ist. Die Menge der Rezeptoren

im Zytoplasma und im Gesamtzelllysat ist unveréndert.
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Abbildung 3: TRAIL-Stimulation fihrt nach einer Stunde zur leichten nukleéren
Akkumulation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2

Colo357-Zellen wurden fur eine Dauer von 1 h, 3h, 6h bzw. 18 h (iber Nacht) mit TRAIL stimuliert. Die
Expression der TRAIL-Todesrezeptoren in zytoplasmatischer und nukledrer Fraktion sowie im
Gesamtzelllysat wurde im Western Blot untersucht. Zur Kontrolle der gleichméRigen Gelbeladung sowie
der Reinheit der Fraktionen wurden parallel die Level von Lamin A/C und a-Tubulin untersucht.

U.N. = Uber Nacht

3.2 Einfluss des endogenen TRAILs auf die Verteilung der TRAIL-Rezeptoren

Auch wenn die Zellen nicht aktiv mit TRAIL stimuliert werden, stehen sie dennoch unter dem
Einfluss von auto- und parakrin sezerniertem TRAIL. Im Folgenden sollte deshalb untersucht
werden, ob sich ein Fehlen von TRAIL auf die Verteilung der TRAIL-Todesrezeptoren auswirk.
Um das endogene TRAIL zu neutralisieren, wurde ein gegen TRAIL gerichteter Antikorper ins
Medium gegeben. In einem weiteren Ansatz wurde TRAIL-R2-Fc zur Hemmung verwendet -
ein loslicher, an einen Fc-Teil gekoppelter TRAIL-R2, der TRAIL abféangt (Ergebnisse nicht
dargestellt). Die Zellen wurden fir 48h mit den Substanzen stimuliert, anschlielend wurden

wie zuvor Extrakte des Zytoplasmas, des Kerns und der Gesamtzelle erstellt.

Bei mehrfacher Durchfiihrung des Versuches (mit Colo357- und Panc-1-Zellen) konnte kein
reproduzierbarer Einfluss der TRAIL-Hemmung auf die intrazellulare Verteilung der TRAIL-

Rezeptoren 1 und 2 festgestellt werden.
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Abbildung 4: Einfluss der Neutralisierung des endogenen TRAIL auf die intrazellulare
Verteilung der TRAIL-Rezeptoren

Colo357-Zellen wurden fur 48 h mit neutralisierenden anti-TRAIL Antikdrpern inkubiert. AnschlieRend
wurden Extrakte der zytoplasmatischen Fraktion, der nukledren Fraktion sowie Gesamtzelllysate im
Western Blot untersucht. Lamin A/C (Marker der Kernfraktion) und a-Tubulin (Marker des Zytoplasmas)
dienten als Ladekontrolle.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukledre Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

3.3 Markierung und Nachverfolgung der oberflachlichen TRAIL-

Todesrezeptoren

Dass TRAIL-Rezeptoren in Zytoplasma und Zellkern vorkommen, ist bekannt und wurde in
den vorangegangenen Versuchen bestétigt. Der Zusammenhang und Fluss zwischen den
Rezeptoren der unterschiedlichen Fraktionen ist hingegen noch weitgehend unbekannt. Man
weil3, dass TRAIL-Rezeptoren endozytiert werden. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob
ein Transfer der plasmamembrangebundenen TRAIL-Rezeptoren nur zum Zytoplasma oder
auch zum Zellkern besteht. Damit sollte die Frage geklart werden, ob die nuklearen TRAIL-

Rezeptoren einem separaten Pool oder aber der Zelloberflache entstammen.

Die Proteine auf der Zelloberfliche — unter anderem auch die dort vorhandenen TRAIL-
Rezeptoren — wurden mithilfe von Biotin markiert. Nach einer vierstiindigen Inkubation wurde
wie zuvor eine Kern-/ Zytoplasma-Fraktionierung durchgefiihrt sowie Gesamtzelllysat erstellt.
Die biotinylierten Proteine wurden mittels Avidin aus den jeweiligen Lysaten isoliert und im
Western Blot nachgewiesen. So sollte nhachvollzogen werden, ob sich die markierten TRAIL-
Rezeptoren der Zelloberflache nach einer gewissen Zeit in den verschiedenen Fraktionen

wiederfinden lassen (Abb. 5). Als Kontrolle dienten unbiotinylierte Zellen.
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GZL

Abbildung 5: Schema des Versuchs zur Untersuchung des Ursprungs nukleérer TRAIL-
Rezeptoren (Biotinylierungsversuch)

Proteine der Zelloberflache — so auch die Plasmamembran-gebundenen TRAIL-Rezeptoren — wurden
Biotin-markiert. Es wurden Extrakte des Zytoplasmas, des Zellkerns sowie Gesamtzelllysat erstellt. Im
Falle eines Transfers der TRAIL-Rezeptoren zum Zellkern mussten die markierten Rezeptoren dort
nachweisbar sein.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukleare Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

Das sogenannte ,Eluat® stellt denjenigen Teil der Proben dar, der isoliert worden ist. Als
,2ourchfluss“ wird hingegen der Ubrige Teil der Lysate bezeichnet — also alle unmarkierten
Proteine (s. Abb. 2 im Methodenteil). Der Nachweis eines TRAIL-Rezeptors im Eluat zeigt,
dass die entsprechende Fraktion TRAIL-Rezeptor enthdlt, der zuvor an der Plasmamembran

markiert worden war.

Abbildung 6 zeigt die Ergebnisse fur TRAIL-R1 bei Panc-1-Zellen. Die folgenden Aussagen
beziehen sich immer auf den biotinylierten Anteil der Proben. Erwartungsgemaly kann
TRAIL-R1 im Eluat des Gesamtzelllysats nachgewiesen werden. Denn das Gesamtzelllysat
beinhaltet die Plasmamembran, an der die Proteine biotinyliert worden sind. TRAIL-R1 ist
zudem im Eluat von Zytoplasma und Kern nachweisbar. Dies bedeutet, dass sich an der
Zelloberflache markierter TRAIL-R1 nach 4 Stunden teilweise im Zytoplasma und im Kern
befindet. Die Betrachtung des Durchflusses als ,Negativbild“ des Eluates bestatigt dies. Hier
ist die Menge an zytoplasmatischem und nukledrem TRAIL-R1 im Vergleich zur un-
biotinylierten Kontrolle geringer und folglich wurde biotinylierter TRAIL-R1 durch Isolierung aus
dem Lysat entfernt. Der Durchfluss des Gesamtzelllysats ist im Gegensatz zu den Ubrigen
Proben schon nach kurzer Belichtungsdauer deutlich sichtbar, was mit der deutlich héheren

Proteinmenge erklart werden kann.
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Abbildung 6: Biotin-markierter Plasmamembran-TRAIL-Rezeptor 1 findet sich bei
Panc-1-Zellen nach 4 Stunden in Zytoplasma und Zellkern

Panc-1-Zellen wurden mittels Biotin markiert. Nach vier Stunden bei 37 °C wurden Extrakte von Kern
und Zytoplasma sowie Gesamtzelllysate erstellt, aus denen im néchsten Schritt die biotinylierten
Proteine als sogenanntes Eluat isoliert wurden. Der Rest wurde als sogenannter Durchfluss
ausgewaschen und stellt das Negativbild der zugehoérigen Eluat-Proben dar. Zur Kontrolle wurden
zusatzlich Lysate von Zellen untersucht, die zuvor nicht mit Biotin markiert worden waren. Sie werden
hier als ,nicht biotinyliert“ bezeichnet. Im Western Blot wurden die Proben auf das Vorhandensein von
TRAIL-R1 untersucht. Der Nachweis von Lamin A/C und a-Tubulin diente als Lade- und Fraktionierungs-
kontrolle.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukleére Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

Die Fraktionierungskontrolle erfolgte erneut mit a-Tubulin und Lamin A/C. Im Durchfluss ist
erkennbar, dass die zytoplasmatische Fraktion Tubulin, wohingegen die nukledre Fraktion
Lamin enthalt. Unerwarteterweise sind die Markerproteine auch im Eluat nachweisbar, obwonhl
sie eigentlich nicht hatten markiert und isoliert werden sollen. Da sie sowohl in den
biotinylierten als auch in den unbiotinylierten Kontrollen auftauchen, handelt es sich vermutlich
um unspezifische Bindungen an die im Versuch verwendete Avidin-Agarose. In den Eluaten
der Kernfraktion konnte kein Lamin nachgewiesen werden, wohl aber im zugehdrigen

Durchfluss, wodurch die nuklearen Proben auch als ebensolche zu betrachten sind.

Um das Translokations-Phanomen bei weiteren PDAC-Zelllinien zu untersuchen, wurde der
Biotinylierungsversuch auch mit Colo357- und PancTu-I-Zellen durchgefiihrt (Abb. 7). Analog
zu den Panc-1-Zellen ist TRAIL-R1, der an der Plasmamembran markiert worden ist, nach vier

Stunden im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert.
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Abbildung 7: Biotin-markierter Plasmamembran-TRAIL-Rezeptor 1 findet sich bei
Colo357- und PancTu-I-Zellen nach 4 Stunden in Zytoplasma und Zellkern

Die Oberflachenproteine von Colo357- (A) und PancTu-I-Zellen (B) wurden mit Biotin markiert. Nach
4h wurde eine Kern-/Zytoplasma-Fraktionierung durchgefihrt. Bei den Colo357-Zellen wurde
zusatzlich Gesamtzelllysat (GZL) untersucht. TRAIL-R1 wurde im Western Blot nachgewiesen.
Biotinylierte Proteine befinden sich im Eluat, die restlichen im Durchfluss. Lamin A/C und a-Tubulin
dienen als Lade- und Fraktionierungskontrolle.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukle&re Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

Beim Versuch mit den PancTu-I-Zellen zeigt die Ladekontrolle, dass der als ,nukleare
Fraktion® bezeichnete Teil neben Lamin auch in geringem MafRe Tubulin aufweist (Abb. 7B).
Die Probe scheint demnach mit zytoplasmatischen Anteilen verunreinigt zu sein. Auf die

Untersuchung des Gesamtzelllysats wurde bei diesem Versuch verzichtet.

Der Nachweis einer mdglichen Translokation des TRAIL-Rezeptors 2 von der Plasma-

membran nach intrazellular bzw. -nukleér gestaltete sich schwieriger. Bei Panc-1-Zellen ist der
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zuvor biotinylierte Rezeptor zwar im Gesamtzelllysat detektierbar — erkennbar an den
typischen Banden bei ca. 40 und 48 kDa (Abb. 8). Es kénnen jedoch keine typischen TRAIL-
R2-Banden im Zytoplasma oder im Zellkern nachgewiesen werden. Es zeigen sich lediglich
zuséatzliche Banden bei ca. 55 kDa. Ob die Banden tatsédchlich TRAIL-R2 darstellen, ist unklar.
In weiteren Versuchsansatzen mit Panc-1-Zellen traten sie nicht auf. Die Ladekontrolle zeigt
in diesem Versuch Tubulin-Banden im Zellkern, sodass die nukleare Fraktion als unrein zu

betrachten ist.
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Abbildung 8: Nachweis von Biotin-markiertem Plasmamembran-TRAIL-Rezeptor 2 bei
Panc-1-Zellen ergibt im Zytoplasma und Zellkern Western-Blot-Banden unklarer
Relevanz

Panc-1-Zellen wurden mittels Biotin markiert. Nach vier Stunden bei 37 °C und wurden Lysate von Kern,
Zytoplasma sowie der Gesamtzelle erstellt, aus denen im nachsten Schritt die biotinylierten Proteine als
sogenanntes Eluat isoliert wurden. Der Rest wurde als sogenannter Durchfluss ausgewaschen und stellt
das Negativbild der zugehérigen Eluat-Proben dar. Zur Kontrolle wurden zusétzlich Lysate von Zellen
untersucht, die zuvor nicht mit Biotin markiert worden waren. Sie werden hier als ,nicht biotinyliert*
bezeichnet. Im Western Blot wurden die Proben auf das Vorhandensein von TRAIL-R2 untersucht. Der
Nachweis von Lamin A/C und a-Tubulin wurde als Lade- und Fraktionierungskontrolle durchgefihrt.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukle&re Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

Beim Biotinylierungsversuch mit Colo357-Zellen ergaben sich nur schwache Banden fir
TRAIL-R2. Die typischen Banden bei ca. 40 und 48 kDa sind im Gesamtzelllysat erahnbar. Es
findet sich keine typische TRAIL-R2-Bande im zytoplasmatischen oder nukledren Eluat.
Ahnlich wie bei den Panc-1-Zellen findet sich jedoch ebenfalls eine Bande im héheren Bereich
(bei ca. 60kDa) — und zwar vor allem im Zellkern und im Gesamtzelllysat der biotinylierten
Proben (Abb. 9).

32



Eluat Durchfluss
t + z + =
2 g E o 2 2
= = = = > -
C +« C - E‘ = - £ = £
t ] L | S—T— t — | " — |
2 o Q%9 o% o 5 & 35 20
E-. 8 E. e} E. re) E’ =) E, ) E. o
vl
E L = £ £ £ = £ E E £ E
g L e o oo S 0o o 2 op
O £ o c &'t 2 £ o c o c

O
M
=z
M
@
N
r
o
n

NF GZL [kDa]
| —52
TRAIL-R2 _] — 42
' —34

Original

'
1
1
!

Kontrastverstirkt | — 72
| — 52
— 42
— 34

— [
TRAIL-R2 e

Lamin A/IC =,
o-Tubulin — | - e

Abbildung 9: Nachweis von Biotin-markiertem Plasmamembran-TRAIL-Rezeptor 2 bei
Colo357-Zellen ergibt im Zellkern und im Gesamtzelllysat Western-Blot-Banden
unklarer Relevanz

Die Oberflachenproteine von Colo357-Zellen wurden mit Biotin markiert. Nach 4h wurde eine Kern-/
Zytoplasma-Fraktionierung durchgefiihrt sowie Gesamtzelllysat erstellt. TRAIL-R2 wurde im Western
Blot nachgewiesen. Biotinylierte Proteine befinden sich im Eluat, die restlichen im Durchfluss. Lamin
A/C und a-Tubulin dienen als Lade- und Fraktionierungskontrolle. Zur besseren Sichtbarkeit schwacher
Banden wurde der Kontrast des Films am Computer mittels Tonwertkorrektur gleichmafig verstarkt.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukle&re Fraktion; GZL = Gesamtzelllysat

Abbildung 10 zeigt den TRAIL-R2-Nachweis des Biotinylierungsversuchs mit PancTu-I-Zellen.
Im Eluat ergeben sich (nach Markierung der Oberflachenproteine mit Biotin) sowohl zyto-
plasmatisch als auch nukleér schwache, charakteristische TRAIL-R2 Banden. Dies zeigt, dass
auch TRAIL-R2 von der Plasmamembran ins Zellinnere transloziert. Die Banden im héheren
Bereich finden sich hier lediglich im Durchfluss. In der Ladekontrolle kann — wie zuvor —
a-Tubulin neben dem Durchfluss auch im Eluat der zytoplasmatischen Fraktion nachgewiesen
werden, in diesem Fall deutlich vermehrt in der biotinylierten Probe. Dies konnte auf eine Co-

Prazipitation von a-Tubulin mit membranstandigen Proteinen hinweisen.
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Abbildung 10: Biotin-markierter Plasmamembran-TRAIL-Rezeptor 2 findet sich bei
PancTu-I-Zellen nach 4 Stunden in Zytoplasma und Zellkern

Die Oberflachenproteine von PancTu-I-Zellen wurden mit Biotin markiert. Nach 4 h wurde eine Kern-/
Zytoplasma-Fraktionierung durchgefiihrt. TRAIL-R2 wurde im Western Blot nachgewiesen. Biotinylierte
Proteine befinden sich im Eluat, die restlichen im Durchfluss. Lamin A/C und a-Tubulin dienen als Lade-
und Fraktionierungskontrolle. Zur besseren Sichtbarkeit schwacher Banden wurde der Kontrast des
Films am Computer mittels Tonwertkorrektur gleichmaRig verstarkt.

CF = zytoplasmatische Fraktion; NF = nukleére Fraktion

3.4 Assoziation von CRM1 mit TRAIL-Rezeptoren

Das Shuttle-Protein CRM1 (Exportin 1) bindet sein Substrat Giber NES (Stade et al., 1997). Im
Hinblick auf eine mdgliche Beteiligung von CRM1 am Kernexport der TRAIL-Rezeptoren
wurden mit dem Computerprogramm NetNES Server der Technischen Universitat Danemark
im Rahmen der vorliegenden Arbeit potenzielle NES fir TRAIL-R1 und -R2 ermittelt (s.
Anhang).

Mittels Immunprazipitation (IP) wurde eine Interaktion zwischen CRM1 und TRAIL-Rezeptoren
weiter untersucht. Uber die Antikérper HS101, HS201 und HS402 wurden TRAIL-R1, TRAIL-
R2 bzw. TRAIL-R4 mitsamt ihrer Bindungspartner aus dem Lysat von Panc-1-Zellen isoliert.
Zusatzlich wurden die TRAIL-Rezeptoren Uber TRAIL-FLAG-Fc prazipitiert. Dies stellt den

Liganden dar, der tber eine Aminosauresequenz (FLAG) mit einem Fc-Teil gekoppelt ist,
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wodurch er ebenfalls an die Beads bindet. Anschlieend wurden die TRAIL-Rezeptor-
Prazipitate mittels Western Blot hinsichtlich Anwesenheit von CRM1 als Co-Prazipitat
untersucht. Des Weiteren wurde versucht, vice versa CRM1 Uber einen entsprechenden
Antikorper aus dem Lysat zu separieren und nachfolgend die TRAIL-Rezeptoren im Western
Blot als Co-Prazipitat zu identifizieren. Antikérper- und Beads-Kontrollen wurden auf das Gel
aufgetragen, um ausschlieBen zu kénnen, dass sichtbare Banden lediglich unspezifische

Bindungen darstellen (s. Methodenteil).
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Abbildung 11: Immunpréazipitation zur Untersuchung einer Assoziation von TRAIL-
Rezeptoren mit CRM1

Panc-1-Gesamtzelllysat wurde fiir eine Immunpréazipitation von TRAIL-R1 (HS101), -R2 (HS201), -R4
(HS402) sowie von CRM1 mit nachfolgendem Nachweis von TRAIL-R1, -R2 und CRM1 im Western
Blot genutzt. ,Lysat” stellt den Western-Blot-Nachweis ohne vorherige Immunprazipitation dar. TRAIL-
FLAG-Fc ist TRAIL, gekoppelt an FLAG und einen Fc-Teil. Um unspezifische Bindungen aus-
zuschlieRen, wurden Antikérper-Kontrollen sowie eine Beads-Kontrolle durchgefihrt (s. Methoden). Die
Pfeile zeigen die Hohe der typischen Banden des jeweiligen Proteins an. Der TRAIL-R1-Nachweis ist
nach unterschiedlich langen Expositionszeiten dargestellt. Zur besseren Sichtbarkeit von (trotz langer
Expositionszeit) schwachen TRAIL-R2-Banden wurde der Kontrast des Films am Computer mittels
Tonwertkorrektur gleichméRig verstarkt.

Ktrl. = Kontrolle; Ak = Antikdrper
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Die Proteine CRM1, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 kénnen im unbehandelten Lysat mit ihren
typischen Banden nachgewiesen werden, wobei das Signal fir TRAIL-R2 schwach ausfallt
(Abb. 11). Anhand des Western Blot-Nachweises eines zuvor prazipitierten Proteins kann der
Erfolg der IP sichtbar gemacht werden. So funktioniert die Prazipitation von TRAIL-R1 mit
HS101 als auch die von TRAIL-R2 mit HS201, denn die Rezeptoren lassen sich in den
jeweiligen Proben nachweisen. TRAIL-R2 wird durch HS101 co-préazipitiert, was auf eine
Interaktion von TRAIL-R1 mit TRAIL-R2 hinweist. Hierbei stellen sich fir TRAIL-R2 jedoch
nicht wie Ublich zwei Banden bei ca. 40kDa und 48kDa dar, sondern eine Bande bei ca.
45kDa. Im Préazipitat von TRAIL-R2 mit HS201 ist kein TRAIL-R1 detektierbar. TRAIL-FLAG-
Fc prazipitiert sowohl TRAIL-R1 als auch alle drei TRAIL-R2-Banden, wobei bevorzugt die
groBe TRAIL-R2-Isoform gebunden wird. Signale im CRM1-Blot nach IP mit HS201 weisen
auf eine mogliche Interaktion von CRM1 mit TRAIL-R2 hin. Umgekehrt kann nach CRM1-
Prazipitation jedoch kein TRAIL-R2 im Western Blot nachgewiesen werden. Nach Prézipitation
mit HS402 findet sich eine schwache CRM1-Bande unklarer Signifikanz. Die ,CRM1-Banden®
nach Prézipitation mit TRAIL-FLAG-Fc treten auch in der Kontrolle auf, sodass sie keine
Ruckschlusse auf eine Assoziation von CRM1 mit TRAIL-Rezeptoren erlauben.

Auf analoge Weise wurde der Immunprazipitationsversuch mit den Antikbrpern Mapatumumab
(,Mapa®) fur TRAIL-R1 respektive Lexatumumab (,Lexa“) fur TRAIL-R2 mit Kernextrakt von
Panc-1-Zellen durchgefiihrt (Abb. 12). Dieser Versuch wurde von Verena Haselmann in der
AG Trauzold durchgefiihrt. Auch Mapatumumab co-préazipitiert TRAIL-R2 in einer Hohe von
45kDa. Dies zeigt eine Interaktion von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Zellkern.

Wahrend im TRAIL-R1-Préazipitat kein CRM1 detektiert werden konnte, konnte das
Exportprotein mit Lexatumumab co-prazipitiert werden. Dies impliziert eine Assoziation von
CRM1 und TRAIL-R2 im Zellkern. Die IP wurde erganzend unter Zugabe von RNase durch-
gefuhrt, um eine Beteiligung von RNA an den Komplexbildungen zu untersuchen. RNase
scheint die Komplexbildung zwischen CRM1 und TRAIL-R2 zu begunstigen. Zur Kontrolle
wurden je 20 ug Lysat-Protein auf ein Gel aufgetragen, um dort Lamin A/C als Kernmarker

nachzuweisen.
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Abbildung 12: TRAIL-R2 interagiert mit dem Kernexportprotein CRM1

A: Die Prazipitation aus dem Kernextrakt von Panc-1-Zellen erfolgte bei TRAIL-R1 mit dem Antikérper
Mapatumumab, bei TRAIL-R2 mit Lexatumumab. Die Proteinkomplexe wurden mittels Western Blot
analysiert. Zur Kontrolle wurden zum einen die Lysate ohne Antikorper inkubiert (Ktrl. Beads), zum
anderen die Antikdrper in PBS analysiert (Ktrl. Mapa, Ktrl. Lexa). Um die Beteiligung von RNA an der
Komplexbildung zu untersuchen, wurde der Versuch auch an mit RNase behandeltem Lysat
durchgefuhrt. B: Zur Kontrolle der Kernextrakte wurde im Western Blot Lamin A/C nachgewiesen.
Versuch durchgefiihrt von Verena Haselmann.

Mapa= Mapatumumab; Lexa = Lexatumumab; Ktrl. = Kontrolle

3.5 Auswirkungen einer Hemmung von CRM1 auf die Verteilung der

intrazellularen TRAIL-Rezeptoren

Panc89-Zellen wurden mit dem CRM1-Inhibitor Leptomycin B (LMB) behandelt. Im Falle einer
Beteiligung von CRM1 am Kernexport von TRAIL-R1/ -R2 misste eine Hemmung des
Karyopherins zur Akkumulation der Rezeptoren im Kern fihren. Es wurden Lysate aus
zytoplasmatischer und nuklearer Fraktion sowie der Gesamtzellen erstellt und im Western Blot
auf die Expression der TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 untersucht. Zum Vergleich wurden die

Lysate unbehandelter Zellen verwendet. Als Kontrolle diente der Nachweis von a-Tubulin und

Lamin A/C.

Bei den mit LMB behandelten Panc89-Zellen ist die Menge der beiden Rezeptoren im
Zytoplasma vermindert und im Kern erhoht, wahrend sie im Gesamtzelllysat weitgehend
unverandert ist. Dies unterstitzt die Hypothese der Beteiligung von CRM1 am Transport der
TRAIL-Todesrezeptoren. Des Weiteren fallt auf, dass TRAIL-R1 neben seiner Ublichen Bande
bei ca. 45kDa eine weitere Bande bei ca. 34 kDa aufweist. Analog findet sich bei TRAIL-R2
neben den bekannten Banden bei 34kDa, 40 kDa und 48 kDa eine weitere Bande im Bereich
von 30kDa. Die zusétzlichen Banden sind — in Relation zu den tGblichen Banden — intrazellular
starker ausgepragt als im Gesamtzelllysat. Die Effekte der LMB-Behandlung machen sich bei

ihnen besonders stark bemerkbar (Abb. 13).
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Abbildung 13: Leptomycin B-Behandlung von Panc89-Zellen mit Fraktionierung der
Zellen und Nachweis von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im Western Blot

Panc89-Zellen wurden fiir 8 Stunden mit Leptomycin B behandelt. AnschlieRend wurden Zytoplasma-
und Zellkernextrakte sowie Gesamtzelllysat hergestellt. Die Prasenz der TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 in
den Proben wurde mittels Western Blot untersucht. Als Vergleich dienten Lysate unbehandelter Zellen.
Lamin und Tubulin dienten als Fraktionierungs- und Ladekontrolle.

GZL = Gesamtzelllysat; LMB = Leptomycin B; g = unbehandelte Zellen

Dieser Versuch wurde ebenfalls mit Panc-1- und Colo357-Zellen durchgefiihrt, wobei der

Effekt hier bei schwachem Rezeptor-Nachweis in den Fraktionen nicht gezeigt werden konnte

(Ergebnisse nicht dargestellt).
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3.6 Einfluss von TRAIL-Rezeptoren

Um den Einfluss der TRAIL-Rezeptoren auf die intrazellulare Verteilung der jeweils anderen
TRAIL-Rezeptor-Typen zu untersuchen, wurde je ein Rezeptor-Typ durch shRNA supprimiert.
Die erfolgreiche Herunterregulation wurde auf PCR-Ebene Uberprift (Ergebnisse nicht
dargestellt). Die Versuche wurden mit PancTu-I- sowie Colo357-Zellen durchgefihrt. Als
Kontrolle dienten Zellen, in die ein Vektor ohne supprimierende Eigenschaften eingebracht
wurde (bezeichnet als ,non-silencing®, n.s.). Mittels Zellfraktionierung wurden Lysate von
Zytoplasma, Kern sowie der gesamten Zelle erstellt. Im Western Blot wurden die TRAIL-
Rezeptoren in den verschiedenen Zellkompartimenten nachgewiesen, wobei der Versuch
insgesamt dreimal mit PancTu-I-Zellen und zweimal mit Colo357-Zellen durchgefiihrt wurde.
Lamin und Tubulin dienten als Beladungs- und Reinheitskontrolle. Zusétzlich wurde die
Expression der TRAIL-Rezeptoren an der Zelloberflache mithilfe der Durchflusszytometrie
studiert.

Abbildung 14 stellt die Ergebnisse bei den PancTu-I-Zellen dar. Die Banden im Western Blot
mussen immer im Vergleich zur Kontrollbande (n.s.) betrachtet werden. Eine erfolgreiche
Herunterregulation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 kann konstatiert werden, denn die Rezep-
toren sind bei entsprechendem Knockdown (KD) kaum mehr nachweisbar. TRAIL-R1 kénnen
zwei Banden — bei ca. 38kDa bzw. 50kDa — zugeordnet werden. Der Knockdown von
TRAIL-R2 beeinflusst die subzellulare TRAIL-R1-Expression nicht. Ein Runterregulieren von
TRAIL-R4 (shRNA 239709) flihrt zu einer erhéhten nukleéren sowie gesamtzellularen Prasenz
von TRAIL-R1 (Abb. 14A & 17A). Im Zytoplasma ist bei TRAIL-R4-Knockdown kein deutlicher

Unterschied in der Expression von TRAIL-R1 zu erkennen.

Wie Abbildung 14B zeigt, stellt sich TRAIL-R2 im Wesentlichen auf einer Héhe von ca. 34 kDa,
40kDa und 48kDa dar. Insbesondere im Zellkern findet sich eine weitere Bande bei 32 kDa.
Die 48kDa-Bande ist im Zytoplasma — wenn Uberhaupt — nur sehr schwach nachweisbar.
Sowohl bei Runterregulation von TRAIL-R1 als auch von TRAIL-R4 findet sich deutlich mehr
TRAIL-R2 im Kern im Vergleich zur Kontrolle, wobei der Anstieg vor allem die kleineren
Banden bei 32kDa, 34kDa und 40kDa betrifft. Die Signalintensitat der grofen TRAIL-R2-
Isoform bei 48 kDa bleibt unberihrt. Auch im Gesamtzelllysat steigt die Menge an TRAIL-R2.

Die Menge im Zytoplasma hingegen verandert sich kaum.
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Abbildung 14: Gegenseitige Beeinflussung der TRAIL-Rezeptoren auf ihre intrazellulare
Expression in PancTu-I-Zellen

Herunterregulation von TRAIL-R1, TRAIL-R2 und TRAIL-R4 mittels shRNA und nachfolgende
Untersuchung der verschiedenen Zellkompartimente auf die Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2.
Als Vergleich diente ein Vektor ohne TRAIL-R-Suppression (non-silencing). Zur Lade- und
Fraktionierungskontrolle wurden Lamin und Tubulin verwendet.

n. s. = non-silencing; R1 = TRAIL-R1; R2 = TRAIL-R2, R4 = TRAIL-R4; KD = Knockdown

Die am besten untersuchte und verstandene Funktion der TRAIL-Rezeptoren ist die an der
Zelloberflache. Die Gesamtzelllysate beinhalten zwar die an der Plasmamembran gebun-
denen TRAIL-Rezeptoren, jedoch ebenso die Rezeptoren aller anderen Fraktionen. Um die
Expression an der Oberflache isoliert zu betrachten, wurden die oben verwendeten PancTu-I-
Zellen in der Durchflusszytometrie analysiert. Zur Farbung wurden dabei APC-gekoppelte
Antikorper gegen TRAIL-R1, -R2 oder -R4 verwendet. Ahnlich dem vorangegangenen Versuch
sollte untersucht werden, wie sich die Suppression eines Rezeptors auf die Expression der

anderen Rezeptoren auswirkt. Die Zellen ohne Knockdown (n. s.) dienten erneut als Referenz.

Wie Abbildung 15 darstellt, flihrt die Herunterregulation eines Rezeptors wie erwartet zu einer
deutlich verringerten Expression dieses Rezeptors an der Plasmamembran, wobei der Effekt
bei TRAIL-R4 nur schwach ist. Der TRAIL-R2-Antikdrper weist die gréf3te Signalintensitat auf.
Jedoch kann dies nicht als hochste Rezeptorexpression auf der Plasmamembran quantifiziert
werden, da das Ausmalf der Signalstarke zum einen von der zugehdrigen Isotypkontrolle und
zum anderen von der Affinitat des jeweiligen Antikérpers zu seiner Zielstruktur abhangig ist.
Nur innerhalb eines Rezeptors kann die Signalstarke der verschiedenen Klone in Relation

gesetzt werden.
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Abbildung 15: PancTu-I-Durchflusszytometrie mit Farbung der oberflachlichen TRAIL-
Rezeptoren 1, 2 und 4 bei Knockdown einzelner Rezeptoren — Histogrammdarstellung

Es wurden PancTul-Klone mit Knockdown von TRAIL-R1, -R2 und -R4 sowie ein Kontroll-Klon (,non-
silencing®) untersucht. Die Histogramme zeigen die gemessene Signalintensitdt (FL4-H) nach
Fluoreszenzfarbung mit den jeweiligen APC-gekoppelten Antikérpern. Bei den TRAIL-R1- und TRAIL-
R4-Antikdrpern dient Isotyp 1 als Kontrolle, beim TRAIL-R2-Ak ist es Isotyp 2. Eine quantifizierte
Darstellung dieser Ergebnisse bietet Abbildung 16.

n. s. = non-silencing; R1 = TRAIL-R1; R2 = TRAIL-R2; R4 = TRAIL-R4; KD = Knockdown

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie in einem Saulendiagramm. Die
Herunterregulation eines TRAIL-Rezeptors geht in jedem Fall mit einer Zunahme der Ubrigen
Rezeptoren an der Membran einher. Am starksten ist dieser Effekt bei TRAIL-R2, dessen
Exposition an der Membran bei Knockdown von TRAIL-R1 bzw. von TRAIL-R4 deutlich
ansteigt. Bei Knockdown von TRAIL-R4 steigt auch TRAIL-R1 klar an. Der Anstieg von

TRAIL-R1 nach TRAIL-R2-KD féllt nur gering aus. Dieses Ergebnis war in mehreren
Versuchen reproduzierbar.
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Abbildung 16: PancTu-I-Durchflusszytometrie mit Farbung der oberflachlichen TRAIL-
Rezeptoren 1, 2 und 4 bei Knockdown einzelner Rezeptoren — Saulendiagramm

Das Diagramm zeigt die TRAIL-Rezeptor-Expression in den verschiedenen Zellklonen. Es stellt die
Signalintensitat der membrangebundenen TRAIL-Rezeptoren in Relation zur Intensitdt der
Isotypkontrolle dar — und zwar bei Knockdown von TRAIL-R1, TRAIL-R2 oder TRAIL-R4 sowie ohne
Knockdown (n.s.).

n. s. = non-silencing; KD = Knockdown

Die Ergebnisse des Western Blots (Abb. 14) wurden quantifiziert und gemeinsam mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie (Abb. 15 & 16) in einer gemeinsamen Darstellung
zusammengefasst (Abb. 17). Die Werte sind jeweils in Beziehung gesetzt zur Kontrolle ohne
Herunterregulation (non-silencing). Da es sich bei Western Blot und Durchflusszytometrie um
verschiedene Methoden handelt, kbnnen die Veranderungen der Expression nicht eins zu eins
miteinander in Relation gesetzt werden. Man gewinnt aber einen Uberblick dartiber, wie sich
die Herunterregulation eines Rezeptors auf die Expression in den verschiedenen Zell-
kompartimenten auswirkt. Erneut wird deutlich, dass die Herunterregulation von TRAIL-R1 und

-R4 zu einer Zunahme von TRAIL-R2 v. a. im Zellkern fuhrt.
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A TRAIL-R1-Nachweis
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Abbildung 17: Veranderungen der subzelluldren TRAIL-R1/R2-Prasenz in PancTu-I-
Zellen bei Knockdown der TRAIL-Rezeptoren (Zusammenfassung)

Die Western-Blot-Ergebnisse aus Abbildung 14 wurden quantifiziert und gemeinsam mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie dargestellt. Dadurch gewinnt man einen Uberblick tber die
Expression von TRAIL-R1 (A) bzw. TRAIL-R2 (B) in den verschiedenen Zellkompartimenten
(Zytoplasma, Zellkern, Gesamtzelllysat, Plasmamembran) bei Herunterregulation der einzelnen TRAIL-
Rezeptoren — jeweils bezogen auf die Kontrolle ohne Herunterregulation (,hon-silencing®).

n. s. = non-silencing; KD = Knockdown

Die Versuche wurden ebenfalls mit Colo357-Zellen durchgefihrt (Abb. 18-20). Im Gesamt-
zelllysat ist die erfolgreiche Herunterregulation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 sichtbar. In der
nuklearen oder zytoplasmatischen Fraktion bildet sich der Knockdown von TRAIL-R2 kaum
ab. Einzig die Bande bei 34kDa zeigt im Kern eine deutliche Abblassung im Vergleich zur

Kontrolle.
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Analog zu den PancTu-I-Zellen steigt die nukledre Prasenz von TRAIL-R1 bei Suppression
von TRAIL-R4. Im Zytoplasma und im Gesamtzelllysat zeigen sich keine deutlichen Unter-
schiede der TRAIL-R1-Expression. Erneut ist eine zusatzliche TRAIL-R1-Bande bei ca. 38kDa
erkennbar (Abb. 18A).
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Abbildung 18: Gegenseitige Beeinflussung der TRAIL-Rezeptoren auf ihre
intrazellulare Expression in Colo357-Zellen

Mittels shRNA wurden Colo357-Klone mit Herunterregulation von TRAIL-R1, TRAIL-R2 bzw. TRAIL-R4
etabliert. Es wurden Lysate von zytoplasmatischer und nuklearer Zellfraktion sowie von Gesamtzelllysat
erstellt. Im Western Blot erfolgte der Nachweis von TRAIL-R1 (A) und TRAIL-R2 (B) in den
verschiedenen Lysaten der Klone. Als Vergleich diente ein Vektor ohne TRAIL-R-Suppression (,non-
silencing®). Zur Lade- und Fraktionierungskontrolle wurden Lamin C und a-Tubulin verwendet.

n. s. = non-silencing; R1 = TRAIL-R1; R2 = TRAIL-R2; R4 = TRAIL-R4; KD = Knockdown

TRAIL-R2 lasst sich im Zytoplasma insgesamt nur schwach nachweisen. Bei
Herunterregulation von TRAIL-R1 steigt die zytoplasmatische Menge an TRAIL-R2 leicht an.
Auch bei den Colo357-Zellen ist TRAIL-R2 im Kern erhoht, wenn TRAIL-R1 oder TRAIL-R4
runterreguliert werden. Im Gesamtzelllysat ist die Expression unter diesen Bedingungen eben-
falls leicht erhéht. Insgesamt findet sich bei Supprimieren von TRAIL-R1 also in allen drei
Lysaten (Zytoplasma, Kern, Gesamtzelle) eine Erhéhung von TRAIL-R2. Wie in voran-
gegangenen Versuchen sind TRAIL-R2-Banden bei ca. 32kDa und 34 kDa erkennbar, die im

Zytoplasma und Nukleus prominenter erscheinen im Vergleich zum Gesamtzelllysat. Es
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handelt sich dabei nicht um unspezifische Signale, denn bei Runterregulation von TRAIL-R2
verblassen sie (Abb. 18B).

Wahrend die erfolgreiche Herunterregulation von TRAIL-R2 im Gesamtzelllysat deutlich
nachgewiesen werden konnte, fallt die Verminderung an der Plasmamembran in der
Durchflusszytometrie etwas geringer aus. In der Durchflusszytometrie bestatigt sich die
erfolgreiche — wenn auch nicht sehr potente — Herunterregulation von TRAIL-R4. Der
TRAIL-R1-Nachweis fehlt hier leider. Die Suppression eines Rezeptors fiihrt zu einer mehr
oder weniger starken Erh6hung der anderen Rezeptoren an der Membran. Besonders deutlich
zeigt sich analog zu PancTu-I die Erhéhung von TRAIL-R2 an der Plasmamembran, wenn
TRAIL-R1 oder TRAIL-R4 herunterreguliert werden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Colo357-Durchflusszytometrie mit Farbung der TRAIL-Rezeptoren 2 und
4 bei Knockdown der Rezeptoren 1, 2 und 4

Das Saulendiagramm zeigt die TRAIL-Rezeptor-Expression in den verschiedenen Zellklonen. Es stellt
die Signalintensitat der membrangebundenen TRAIL-Rezeptoren in Relation zur Intensitat der
Isotypkontrolle dar — und zwar bei Knockdown (KD) von TRAIL-R1 (R1), TRAIL-R2 (R2) oder TRAIL-
R4 (R4) sowie ohne KD (n.s.). Die TRAIL-R1-Féarbung fehlt.

n. s. = non-silencing; KD = Knockdown

Die Ergebnisse aus Western Blot und Durchflusszytometrie fir Colo357-Zellen wurden in

Abbildung 20 zur besseren Ubersicht zusammengefasst.
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A TRAIL-R1-Machweis
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Abbildung 20: Veranderungen der subzelluldren TRAIL-R1/R2-Prdsenz in Colo357-
Zellen bei Knockdown der TRAIL-Rezeptoren (Zusammenfassung)

Die Western-Blot-Ergebnisse aus Abbildung 18 wurden quantifiziert und gemeinsam mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie (Abb. 19) dargestellt. Dadurch gewinnt man einen Uberblick
Uber die Expression von TRAIL R1 (A) bzw. TRAIL-R2 (B) in den verschiedenen Zellkompartimenten
(Zytoplasma, Zellkern, Gesamtzelllysat, Plasmamembran) bei Herunterregulation der einzelnen
TRAIL-Rezeptoren — jeweils bezogen auf die Kontrolle ohne Herunterregulation (n. s. = non-silencing).
KD = Knockdown
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4 Diskussion

Das Pankreasadenokarzinom ist in Deutschland neben dem Mesotheliom der Tumor mit der
schlechtesten Prognose (GEKID, 2019). Eine kurative Therapie ist einzig durch vollstandige
chirurgische Entfernung des Tumors moglich. Nach RO-Resektion wird eine adjuvante
Chemotherapie mit Gemcitabin oder 5-FU/ Folinsdure empfohlen. Bei Metastasen oder fort-
geschrittenem Karzinom erfolgt eine palliative Chemotherapie. Die Radiotherapie spielt beim
PDAC eine untergeordnete Rolle. Auch nach erfolgreicher RO-Resektion und adjuvanter
Chemotherapie liegt das 5-Jahresiberleben bei nur 20% (AWMF, 2013). Aus diesem Grund
sind neue Therapiestrategien dringend erforderlich. TRAIL kommt als potenzielles Krebs-
therapeutikum in Frage. Lokalisiert an der Zellmembran, kénnen TRAIL-Rezeptoren nach
Ligandenbindung bei Tumorzellen selektiv den programmierten Zelltod auslosen. Der
Durchbruch TRAIL-unterstltzter Krebstherapie scheiterte bisher u. a. am Auftreten von TRAIL-
Resistenzen. Zudem kdnnen TRAIL-Rezeptoren Uber non-apoptotische Signalwege teils
tumorfoérdernd wirken (De Miguel et al., 2016). TRAIL-Rezeptoren finden sich in Tumorzellen
sowohl an der Zelloberflache als auch im Zytosol, an ER und Golgi-Apparat, im Zellkern sowie
in Autophagosomen und Lysosomen (Akazawa et al., 2009; Di et al., 2013; Haselmann et al.,
2014). Insbesondere intrazelluldar lokalisierte TRAIL-Rezeptoren sind haufig mit einer
schlechten Prognose verkniipft. Uber die Bedeutung und Regulierung der subzellularen
Verteilung gibt es bisher nur wenige Kenntnisse. Ziel dieser Arbeit war es, Faktoren zu
untersuchen, die einen Einfluss auf die subzellulare Verteilung der TRAIL-Rezeptoren haben
oder an ihrem Transport beteiligt sein kbnnten. Von besonderem Interesse war dabei die

Herkunft der nukledren TRAIL-Rezeptoren.

Bei diversen Zelllinien findet eine ligandenabhangige Internalisierung der TRAIL-Rezeptoren
statt (Kohlhaas et al., 2007; Zhang et al., 2009). Diese Umverteilung nach intrazellular kénnte
von Klinischer Relevanz sein, da auf diese Weise eine Apoptose-Resistenz induziert werden
kann (Yoshida et al., 2009). Von Membranrezeptoren aus der EGFR-Familie ist bekannt, dass
eine Ligandenbindung bei ihnen sogar zur Translokation bis zum Zellkern fihren kann
(Carpenter & Liao, 2009).

Um den Einfluss von TRAIL auf die Verteilung der TRAIL-Rezeptoren beim PDAC zu eruieren,
wurden die Zellen mit subtoxischen Dosen TRAIL behandelt und die Verteilung der
Rezeptoren in der Zelle betrachtet. TRAIL-R1 und -R2 sind bereits nach einer Stunde vermehrt
im Zellkern lokalisiert. Die Menge im Gesamtzelllysat ist dabei nicht erhdht, sodass die erhohte
nukleare Menge nicht auf eine gesteigerte Genexpression, sondern eine Verlagerung in den
Kern zuriickzufihren ist. Die Menge im Zytoplasma ist nicht vermindert. Dies weist bereits
darauf hin, dass die vermehrten nuklearen Rezeptoren von der Plasmamembran stammen,
die im Versuch jedoch nicht getrennt betrachtet wurde. Eine Verminderung der Rezeptoren an

der Zelloberfliche nach TRAIL-Stimulation sollte deshalb mittels Durchflusszytometrie
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bestatigt werden. Die nukleédre Akkumulation der Rezeptoren nach TRAIL-Stimulation ist nach
drei oder mehr Stunden nicht mehr nachweisbar. Zum einen verdeutlicht dies die Rapiditat des
Transportprozesses zum Zellkern, zum anderen eine Reversibilitdt der Verlagerung trotz
fortgefUhrter Stimulation.

Die Inhibition des endogenen TRAILs Uber anti-TRAIL Antikorper konnte nach 48 Stunden

keinen signifikanten Einfluss auf die subzellulare Verteilung der TRAIL-Rezeptoren zeigen.

Fur den EGF-Rezeptor ist eine Translokation von der Plasmamembran zum Zellkern
beschrieben, wo er als Transkriptionsfaktor dient. Fir Oberflachenrezeptoren mit derartigem
Orts- und Funktionswechsel innerhalb der Zelle wurde der Begriff ,Membranrezeptoren im
Nukleus® (MRIN) vorgeschlagen (Carpenter & Liao, 2009; Wang & Hung, 2009, 2012). Die
Herkunft nukledrer TRAIL-Todesrezeptoren war bislang unklar. Zur Klarung sollte in der
vorliegenden Arbeit der Biotinylierungsversuch dienen, indem durch Markierung der an der
Zelloberflache befindlichen Rezeptoren ihr mdglicher Transport gen intrazellular nach-
vollzogen wird. In der Tat liel3 sich biotinylierter TRAIL-R1 nach vier Stunden nicht nur im
Gesamtzelllysat, sondern auch im Zytoplasma und in geringerer Menge sogar im Kern
nachweisen, womit eine Herkunft nuklearer TRAIL-Rezeptoren von der Plasmamembran
erstmals gezeigt werden konnte (Abb. 6 und 7). TRAIL-R1 wird also offensichtlich von der
Membran zum Kern transportiert. Reis et al. (2017) berichten, dass TRAIL-Stimulation die Dyn-
1-abhangige Endozytose der TRAIL-Rezeptoren bewirkt (Reis et al., 2017). Im Rahmen des
Biotin-Versuches fand keine Stimulation mit TRAIL statt. Dennoch konnte eine Translokation
von TRAIL-R1 von der Plasmamembran zum Zellkern nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass
entweder ein ligandenunabhangiger, kontinuierlicher Fluss der TRAIL-Rezeptoren von der
Oberflache zum Zellkern besteht, oder aber, dass die Menge des endogenen TRAILs zur
Induktion der Endozytose ausreicht.

Der Nachweis einer Translokation von TRAIL-R2 zum Kern gestaltete sich schwierig. Bei
Panc-1- und Colo357-Zellen zeigten sich intrazellular in den biotinylierten Ansatzen zwar
zusatzliche Banden bei 55-60kDa (Abb. 8 und 9). Die TRAIL-R2-Banden liegen normaler-
weise jedoch bei ca. 40 und 48kDa. Einerseits konnte es sich also um unspezifische Banden
handeln, wobei sich die Frage stellt, warum diese Banden nur im biotinylierten Versuchsansatz
und nicht im unmarkierten Kontrollansatz auftreten. Andererseits konnten die Banden
maoglicherweise TRAIL-R2 darstellen, der modifiziert wurde oder intrazellular mit anderen
Molekilen stabile Komplexe eingegangen ist und deshalb im Western Blot auf einer anderen
Hohe nachgewiesen wird. Der sogenannte Durchfluss stellt im Biotinylierungsversuch den
Rest der Probe dar, der nicht isoliert wurde. Der Durchfluss entspricht quasi einem
.Negativbild* des Eluats, denn was mit dem Eluat isoliert wurde, ist im Durchfluss nicht mehr
vorhanden. Interessanterweise ist TRAIL-R2 in der biotinylierten Kernfraktion des

Durchflusses schwacher nachweisbar als in der entsprechenden unbiotinylierten Kontrolle
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(Abb. 8). Dies konnte indirekt zeigen, dass sich biotinylierter TRAIL-R2 in der Kernfraktion
befunden hatte, der mittels Avidin eliminiert wurde. Da beim Biotinylierungsversuch aus
methodischen Grinden keine Proteinbestimmung und somit keine Angleichung der
aufgetragenen Proteinmengen erfolgte, ist bei solchen Vergleichen jedoch Vorsicht geboten.
Bei PancTu-I-Zellen konnten im biotinylierten Versuchsansatz vier Stunden nach Markierung
schwache charakteristische TRAIL-R2-Banden im Zytoplasma und im Zellkern nachgewiesen
werden, was auf eine Internalisierung von TRAIL-R2 mit konsekutivem Transport zum Zellkern
hinweist (Abb. 10). In weiterfiihrenden Versuchen der Arbeitsgruppe konnte eine schnelle
Translokation von TRAIL-R2 zum Zellkern bestatigt werden (s. u.). Moglicherweise befindet
sich TRAIL-R2 nach der Internalisierung nur voriibergehend im Zellkern und verlasst den
Zellkern bspw. Uber CRM1 wieder.

Im Biotin-Versuch Uberstrahlt das Gesamtzelllysat teils die anderen Banden. Im Falle einer
erneuten Durchfihrung des Versuches sollten die Proben des Gesamtzelllysats verdunnt
werden, um eine Uberbelichtung zu verhindern. Lamin A/C und a-Tubulin dienten beim
Biotinylierungsversuch als Kontrolle fir eine erfolgreiche Kern-/Zytoplasma-Fraktionierung
sowie fir eine gleichmé&Rige Beladung der Taschen der jeweiligen Fraktion. Erwartungsgemarn
konnte im Zytoplasma Tubulin, im Kern Lamin und im Gesamtzelllysat beides nachgewiesen
werden. Unerwarteterweise scheinen Lamin und Tubulin unspezifisch an das Avidin zu binden,
da sie auch in den Eluaten nachzuweisen sind. Dies tritt sowohl bei den markierten als auch
bei den Kontrolllysaten auf. Um eine Verunreinigung der Kern- und Zytoplasma-Lysate durch
Plasmamembran sicher ausschlielen zu konnen, sollte bei weiterfihrenden Versuchen

zusatzlich ein Oberflachenmarker zur Fraktionierungskontrolle verwendet werden.

Bezogen auf den Kernimport der TRAIL-Rezeptoren wurde seinerzeit Importin f1 als
verantwortliches Karyopherin — zumindest fir TRAIL-R2 — identifiziert (Kojima et al., 2011). Im
Rahmen der aktuell durchgefuhrten TRAIL-Stimulation zeigte sich, dass erhdhte nukleare
Mengen der TRAIL-Rezeptoren nach kurzer Zeit wieder abfallen (Abb. 3). Dies konnte Uber
einen aktiven Kernexport erfolgen. Bei TRAIL-Rezeptoren gibt es Hinweise auf potenzielle
nukleare Exportsignale (NES) und damit auf einen CRM1-vermittelten Kernexport (Zhang et
al., 2000; Anhang). Tatséchlich konnte via Immunprazipitation eine Interaktion von TRAIL-R2
mit dem Kernexportprotein CRM1 nachgewiesen werden (Abb. 11 und 12). Unter Zugabe von
RNase verstarkte sich die Interaktion zwischen CRM1 und TRAIL-R2, was zeigt, dass die
Bindung nicht RNA-vermittelt ist. Im Gegenteil scheint RNA Bindungsstellen zu blockieren. Die
Hemmung von CRML1 fihrt in Panc89-Zellen zu erhdhten Mengen der TRAIL-Rezeptoren im
Zellkern und zugleich zu einer Verminderung im Zytoplasma. Dies ist damit zu erklaren, dass
die TRAIL-Rezeptoren aufgrund der Hemmung von CRM1 nicht mehr aus dem Kern
geschleust werden und dort akkumulieren. Bemerkenswerterweise reichert sich neben

TRAIL-R2 auch TRAIL-R1 im Zellkern an, obwohl mittels Immunprazipitation keine Assoziation
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zwischen TRAIL-R1 und CRM1 nachgewiesen werden konnte (Abb. 12 und 13). Letzteres
konnte auf indirekte Einflisse zurlckzufuhren sein. So besteht die Mdglichkeit, dass eine
direkte Interaktion aus methodischen Griinden nicht nachgewiesen werden konnte, z. B. well
die Bindung des TRAIL-R1-Antikérpers sterisch verhindert wird oder weil die Interaktion
zwischen CRM1 und TRAIL-R1 schwacher und instabiler ist. Zusammenfassend zeigen die
Versuche einen mdglichen Kernexport von TRAIL-Rezeptoren durch CRM1. Ungeklart ist, ob
dieser Export in relevanter Menge geschieht und wie sich dies auf die Prognose von PDAC-
Patienten auswirkt. Da nukleér lokalisierte TRAIL-Rezeptoren tumorférdernd wirken kénnen,
waére es vorstellbar, dass einige Tumorzellen den Export der TRAIL-Rezeptoren selbst
hemmen und so die Menge an TRAIL-Rezeptoren im Kern erhdhen. Demnach misste eine
Inhibition von CRM1 Uber die Akkumulation der Rezeptoren im Zellkern das Outcome der
Patienten verschlechtern. In der Realitéat jedoch ist CRM1 bei Pankreastumoren erhéht und
dann mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Analog dazu fihrt eine experimentelle
Hemmung von CRM1 zu einer Sensitivierung gegenuber Zytostatika. Denn durch die
ubiquitare Beteiligung von CRM1 am Kernexport vieler Proteine betrifft eine Hemmung des
Karyopherins u. a. auch Onkogene, die so nicht mehr den Ort ihres Wirkens erreichen, sowie
Tumorsuppressoren wie p53, die dann im Kern vermehrt fir die Hemmung von Wachstum zu
Verfugung stehen (Turner et al., 2014; Lu et al., 2015). Ein Ausschalten von CRM1 durch
Tumorzellen brachte also andere, antiproliferative Folgen mit sich. Die Beeinflussung der
Verteilung der TRAIL-Rezeptoren spielt sich vermutlich auf einer anderen Ebene ab als tber
direkte Regulation von CRM1, wie z.B. durch Veranderungen am nukledren Exportsignal der

TRAIL-Rezeptoren oder vermehrten Kern-Import.

Ein Aspekt der Dissertation widmete sich der gegenseitigen Beeinflussung der TRAIL-
Rezeptoren auf ihre Expression und Lokalisation. Die Immunprazipitations-Ergebnisse weisen
auf eine Interaktion zwischen TRAIL-R1 und -R2 sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
hin (Abb. 11 und 12). Dariiber hinaus fiihrt die Herunterregulation von TRAIL-R1 zu einem
deutlichen Anstieg von TRAIL-R2 an der Plasmamembran und im Kern. Auch in der
Gesamtzelle kommt es zu einem leichten Anstieg. Interessanterweise bleibt die Menge von
TRAIL-R2 im Zytoplasma dabei weitgehend unberiihrt. Auf &hnliche Weise fihrt die
Suppression von TRAIL-R4 zu einer erhdhten Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an
Zelloberflache und im Kern, ohne Einfluss auf die zytoplasmatische Prasenz zu haben. Der
Knockdown von TRAIL-R2 hat hingegen fast keinen Einfluss auf die Verteilung und Expression
von TRAIL-R1 (Abb. 14-20). Uber die Griinde dieser Zusammenhange kann bisher nur
spekuliert werden. Es kénnte sich um kompensatorische Erhéhungen der Rezeptoren bei
Runterregulation der tbrigen handeln. Dies erklarte aber nicht die Unterschiede zwischen den
einzelnen Rezeptoren und wieso sich die Veranderungen im Zytoplasma deutlich geringer

darstellen. Vielleicht kommt es gerade an denjenigen Lokalisationen zu einer Kompensation
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durch andere Rezeptoren, an denen die Expression von TRAIL-Rezeptoren essenziell ist —
folglich an der Zellmembran zur Auslbung der Apoptose-Induktion und im Zellkern zur
Wahrnehmung nuklearer Aufgaben. Die Rezeptoren weisen hohe strukturelle Homologien auf,
sodass sie wahrscheinlich auch gemeinsame Bindungspartner aufweisen. In der aktuellen
Publikation der AG Trauzold konnte durch Konfokalmikroskopie bestatigt werden, dass
TRAIL-R1 und -R2 in PDAC-Zellen sowohl an Plasmamembran, im Zytoplasma als auch im
Zellkern co-lokalisiert auftreten. Der ligandenabhéngige Transport von TRAIL-R2 von der
Zelloberflache zum Zellkern wird bei Runterregulation von TRAIL-R1 verstarkt (Mert et al.,
2019). Dies konnte auf gemeinsame Regulations- und Transport-Mechanismen fur die
Verteilung der beiden Todesrezeptoren hinweisen. Zudem koénnten sie auch gemeinsame
Funktionen im Zellkern wahrnehmen. Mdoglicherweise werden bei Wegfall eines Rezeptors
Transportkapazitaten fir die anderen Rezeptoren frei. TRAIL-R2 kénnte durch TRAIL-R1 und
-R4 im Zytoplasma gehalten werden, bspw. durch Verdecken einer Transportdoméne oder
durch Kompetition um ein Transport-Protein. Bei Suppression der Rezeptoren kdnnte es zu
einem vermehrten Fluss von TRAIL-R2 zu Plasmamembran und Nukleus kommen.

Die Erh6hung eines TRAIL-Rezeptors im Zellkern und an der Plasmamembran ohne nennens-
werte Anderung in Zytoplasma und Gesamtzelle konnte darauf hinweisen, dass der Rezeptor
aus anderen, hier nicht explizit untersuchten Zellorganellen wie dem Golgi-Apparat oder dem
ER akquiriert wurde. Die Menge von TRAIL-Rezeptoren an der Plasmamembran kann zudem
Uber Ectodomain-Shedding vermindert und Uber eine Hemmung des Sheddings wieder-
hergestellt werden (Kagawa et al., 2012). Mdglicherweise resultiert die Erhéhung an der
Plasmamembran aus einem inhibierten Shedding. Dies kénnte aufgrund des Ursprungs der
nuklearen Rezeptoren von der Plasmamembran sekunddr zu vermehrtem Rezeptor im

Zellkern fuhren.

Im Rahmen der Western Blot Experimente zeigten sich fir TRAIL-R2 mehrere Banden. Die
Banden bei ca. 40 und 48kDa stellen die beiden bekannten Isoformen TRAIL-R2(S) und
TRAIL-R2(L) dar. TRAIL-R2(L) wird im Vergleich zu TRAIL-R2(S) vermehrt durch TRAIL-
FLAG-Fc prazipitiert (Abb. 11). Dies konnte auf eine hdhere Affinitdt zum Liganden durch die
lange Isoform hinweisen. Wéahrend sich nach Immunpréazipitation von TRAIL-R2 die zwei
klassischen Banden nachweisen lie3en, stellte sich TRAIL-R2 bei Co-Préazipitation mit TRAIL-
R1 auf einer Hohe von ca. 45kDa dar (Abb. 11). Am ehesten hangt dies mit sterischen
Behinderungen bei der Antikdrper-Bindung zusammen. In einigen Versuchen zeigten sich
weitere TRAIL-R2-Banden im Bereich von ca. 32 und 34kDa. Obgleich zusatzliche Banden
dieser GroRRenordnung in der Literatur beschrieben sind, ist ihre Relevanz unklar. Es kdnnte
sich dabei um nicht-glykosylierte Formen handeln (Lemke et al., 2010). Dass die Signale
tatsachlich TRAIL-R2 zuzuordnen sind und keine unspezifischen Banden darstellen, zeigt ihre
erfolgreiche Suppression bei TRAIL-R2-Knockdown (Abb. 14 und 18B). Bei PancTu-I-Zellen
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Uberwiegt in der Gesamtzelle mengenmé&fig TRAIL-R2(S). Im Zytoplasma kommt
TRAIL-R2(L) fast Uberhaupt nicht vor. Die zusatzliche TRAIL-R2-Bande bei 32kDa tritt vor
allem im Zellkern auf. Bei Knockdown von TRAIL-R1 und TRAIL-R4 steigt sie im Vergleich zu
den anderen Banden am starksten an (Abb. 14). Auch bei Panc89-Zellen scheint TRAIL-R2(S)
in der Gesamtzelle vorherrschend zu sein. In Zytoplasma und Nukleus Uberwiegen mengen-
mafig schneller wandernde Formen von ca. 30 und 34kDa. Diese akkumulieren bei einer
CRM1-Hemmung vermehrt im Zellkern (Abb. 13B). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass die
kleineren TRAIL-R2-Formen eine groRRere funktionelle Bedeutung im Zellinneren besitzen als
die ,klassischen® Isoformen. Vice versa scheint TRAIL-R2(L) im Zellinneren eine geringe Rolle
zuzukommen. TRAIL-R1 weist ebenfalls eine zusatzliche Bande bei ca. 34 kDa auf, die nuklear
— relativ gesehen — am starksten sichtbar ist (Abb. 3 und 18A). Moglicherweise stellen die
schnell wandernden TRAIL-R-Isoformen l6sliche Fragmente im Zytoplasma und Nukleo-
plasma dar. Dies wurde erklaren, warum diese Formen nicht immunprazipitiert werden
konnten, da das entsprechende Epitop fehlt. Uber welchen Mechanismus membranstandige
TRAIL-Rezeptoren in eine I6sliche Form gelangen kdnnten, ist offen. Einige Transmembran-
proteine wie z.B. Notch werden proteolytisch prozessiert, indem zunéchst eine Ektodoméne
abgespalten wird und im zweiten Schritt die Abspaltung einer intrazellularen Doméne (ICD)
erfolgt. Dieses Fragment kann in den Zellkern wandern und dort die Transkription beeinflussen
(Bray, 2006; Carpenter & Liao, 2009). Die Uberfiihrung von Transmembranproteinen in eine
l6sliche, zytosolische Form ist zudem aus dem Abbau ubiquitinierter ER-Proteinen im Rahmen
der sog. ERAD (ER-associated degradation) bekannt. Dabei kommt es durch eine
,Retrotranslokation“ zu einer Uberfiihrung der Proteine ins Zytosol, wo im Proteasom die
Degradation erfolgt (Christianson & Ye, 2014). Es wurde beschrieben, dass TRAIL-R1 und -
R2 ubiquitiniert und teils proteasomal abgebaut werden (Song et al., 2010). Nukleare, l6sliche
TRAIL-Rezeptoren kénnten einerseits aus dem Pool freier zytosolischer Rezeptoren stammen
und durch Importin B1 in den Kern gelangen (vgl. Kojima et al., 2011). Andererseits kdnnten
sie von der inneren Kernmembran aus ins Nukleoplasma translozieren, so wie es beim EGF-

Rezeptor mittels des Proteins Sec61f erfolgt (Wang et al., 2010).

Seit Fertigstellung der in dieser Dissertation erlauterten Versuche sind in der Arbeitsgruppe
von Prof. Anna Trauzold weitere Erkenntnisse zu dem Thema erlangt worden, die nicht
unerwahnt bleiben sollen. So erfolgten erneute TRAIL-Stimulationen in engerer Zeitkinetik, um
den zeitlichen Verlauf genauer zu betrachten. Bereits nach 30 Minuten kommt es zu einer
deutlichen Rezeptor-Akkumulation im Zellkern. Die nukledre Akkumulation der Biotin-
markierten TRAIL-Rezeptoren wurde in der vorliegenden Arbeit stets nach einer vierstiindigen
Inkubationszeit untersucht. Die Arbeitsgruppe von Prof. Trauzold fiihrte Biotinylierungs-
versuche mit unterschiedlicher Inkubationszeit durch. Hierbei kam eine optimierte Methode der
Isolierung markierter Proteine unter Verwendung magnetischer Beads zur Anwendung.
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TRAIL-R1 und auch -R2 kénnen bereits nach kurzer Zeit im Zellkern nachgewiesen werden —
auch ohne TRAIL-Stimulation. Interessanterweise zeigen sich bereits nach ,0min“ — also
unmittelbar nach Erstellung der Lysate — geringe Mengen markierter TRAIL-Rezeptoren 1 und
2 im Zellkern, was auf einen sehr schnellen Transport von der Membran zum Zellkern
schlie3en lasst. Im Zeitverlauf steigt die Menge der nukledren Rezeptoren an, mit einem klaren
Anstieg zwischen 15 und 30min. Die Stimulation mit TRAIL verstarkt die Translokation
deutlich, wobei eine héhere Dosis (100ng vs. 20ng) einen starkeren Effekt aufweist. Eine
Stimulation mit den agonistischen Antikérpern Mapatumumab (fir TRAIL-R1) bzw.
Lexatumumab (fir TRAIL-R2) statt mit TRAIL fuhrt zur nukledren Translokation des jeweils
stimulierten Rezeptors (Mert et al., 2019). Die 48-stlindige Behandlung mit anti-TRAIL hatte in
der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf die subzellulare Verteilung der TRAIL-Rezeptoren
gezeigt. In der Kenntnis, dass der Effekt von TRAIL auf die Rezeptor-Endozytose schon nach
ca. einer Stunde am stéarksten ist, wurde die Behandlungsdauer von anti-TRAIL durch die AG
Trauzold von 48 h auf 1 h gesenkt. Die einstiindige Hemmung des endogenen TRAILSs fuhrt zu
einer verminderten intrazellularen Akkumulation der TRAIL-Todesrezeptoren. Dies zeigt, dass
auto- oder parakrin wirkendes TRAIL die Endozytose der TRAIL-Rezeptoren begunstigen
kann (Mert et al., 2019). Tumoren kénnten sich diesen Mechanismus zunutze machen, indem
tumorassoziierte Zellen oder die Tumorzellen selbst Gber TRAIL-Stimulation die Endozytose
der TRAIL-Rezeptoren einleiten und damit die Apoptose-Induktion aul3er Kraft setzen
(Yoshida et al., 2009; Bertsch et al., 2014). Tatsachlich wurde eine tumorférdernde Wirkung
des endogenen TRAILs festgestellt, so auch bei KRAS-mutierten, TRAIL-resistenten PDAC-
Zellen (Brittingham, 2011; von Karstedt et al., 2015).

In weiteren Versuchen konnten zudem Erkenntnisse iber die Internalisierung der TRAIL-
Rezeptoren gewonnen werden. Wahrend die Hemmung Clathrin-unabhangiger Endozytose-
wege die nukleare Translokation nur geringfiigig vermindert, fihrt die Hemmung der Clathrin-
vermittelten Endozytose zu einer deutlichen Reduzierung der nukledren TRAIL-Rezeptoren 1
und 2. Dies zeigt, dass die Clathrin-vermittelte Endozytose fir die nukle&re Translokation
hauptverantwortlich ist. Auch unter Hemmung der Apoptose kommt es nach Ligandenbindung
zur nukledren Verschiebung der TRAIL-Todesrezeptoren. Demnach scheinen Apoptose-
induktion und Translokation zwei voneinander unabhangige Mechanismen zu sein.
Bemerkenswerterweise kann auch der Ligand TRAIL im Zellkern nachgewiesen werden. Er
entspricht in seiner Molekulgrof3e der endogen sezernierten, l6slichen Form und scheint von
der Zelloberflache zu stammen. Auch rekombinantes TRAIL findet sich eine Stunde nach
Stimulation dosisabhangig im Zellkern. Je héher die Menge des rekombinanten TRAILs im
Zellkern, desto niedriger ist die Menge des endogenen TRAILs. Dies weist auf sattigbare
Transportmechanismen hin. Vermutlich gelangt der Ligand im Komplex mit seinen Rezeptoren

zum Zellkern und die beiden TRAIL-Formen konkurrieren um die Bindungsstellen. Im
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Zytoplasma und im Zellkern liegen die TRAIL-Rezeptoren co-lokalisiert mit dem Liganden vor.
Im Zellkern sind die TRAIL-Todesrezeptoren sowohl in l6slicher Fraktion als auch am
Chromatin verortet. Letzteres konnte mdoglicherweise auf einen Einfluss von TRAIL-
Rezeptoren auf die Genexpression hindeuten (Haselmann et al., 2014; Mert et al., 2019).
Mehrmalige Applikation subtoxischer rTRAIL-Dosen kann zur Entwicklung einer TRAIL-
Resistenz fuhren. Dabei finden sich die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 vermindert an der
Zelloberflache (Yoshida et al., 2009). Die AG Trauzold konnte bestéatigen, dass TRAIL die
schnelle Translokation der Rezeptoren zum Zellkern initiiert. Bei persistierender TRAIL-
Stimulation sinkt die Menge der nukledren TRAIL-Rezeptoren jedoch wieder (vgl. Abb. 3).
Entweder ist die nukleare Translokation zeitlich begrenzt oder es kommt im Verlauf zu einem
vermehrten Export der TRAIL-Rezeptoren aus dem Kern. Eine Beteiligung von CRM1 am
Kernexport der TRAIL-Rezeptoren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Passend
dazu zeigte die AG Trauzold, dass eine Mutation im Bereich einer vermeintlichen NES von
TRAIL-R2 zur Anhaufung des Rezeptors im Zellkern fihrt (Mert et al., 2019).

Uber die Funktion intrazellularer TRAIL-Rezeptoren ist bisher nur wenig bekannt. Eine
Translokation nach intrazellular kdnnte neben der verminderten Apoptose-Sensitivitat auch zur
Wahrnehmung anderweitiger Funktionen der Rezeptoren innerhalb der Zelle fihren.
Untersuchungen mit Zellen nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome (NSCLC) zeigen, dass die
im Epithel basal liegenden und somit undifferenzierten Zellen eine hdohere Expression von
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 aufweisen als die suprabasalen, starker differenzierten Zellen.
TRAIL-R1 und -R2 befinden sich bei den Tumorzellen vor allem intrazellular, wahrend sie in
normalem Lungenepithel an der apikalen Plasmamembran lokalisiert sind (Spierings et al.,
2003). Neuronale Progenitorzellen weisen eine deutlich erhéhte TRAIL-R2-Expression auf,
vorzugsweise in den Zellorganellen und im Zellkern. Auch bei intestinalen Stammzellen findet
sich eine hohe Expression intrazellularen TRAIL-Rezeptors 2 (Niu et al., 2012). TRAIL-R2 —
vor allem intranukleéar — ist bei PDAC-Patienten mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Bisher wurde nur eine spezifische nukleare Funktion der TRAIL-Rezeptoren beschrieben. So
hemmt nTRAIL-R2 die Reifung von let7-mikroRNA und fordert damit die Tumorprogression
(Haselmann et al.,, 2014). Die Assoziation mit Chromatin deutet moglicherweise auf die
Existenz weiterer Funktionen im Zellkern hin (Mert et al., 2019).

Es gibt auch Beispiele, bei denen die intrazellulare Expression von TRAIL-Rezeptoren mit
einer positiven Prognose einhergeht (Bertsch et al.,, 2014). Eine hohe Menge zyto-
plasmatischen TRAIL-R1 fuhrt beim Adenokarzinom des Pankreas zu einem langeren
Uberleben (Gundlach et al., 2018). Uber die prognostische Bedeutung zytoplasmatischen
TRAIL-R2s herrscht hingegen Unklarheit. Einerseits scheint eine hohe Menge beim PDAC das
Uberleben zu verbessern, andererseits korreliert zytoplasmatischer TRAIL-R2 positiv mit

LymphgefaRBinvasion (Annewanter, 2014). Bei persistierendem ER-Stress vermittelt
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zytoplasmatischer TRAIL-R2 ligandenunabh&ngig die Einleitung der Apoptose (Lu et al., 2014;
Lam et al., 2020). Auch TRAIL-R1 scheint diese Funktion innezuhaben (Dufour et al., 2017).
Bemerkenswerterweise sind zytoplasmatisch lokalisierte TRAIL-Todesrezeptoren nicht nur
Bestandteile intrazellularer Membranen z.B. des ER oder des Golgi-Apparates, sondern
kommen auch in der l6slichen zytosolischen Fraktion vor (Haselmann et al., 2014).

Neben den TRAIL-Rezeptoren finden sich weitere Proteine des extrinsischen Apoptoseweges
im Zellkern, wie z.B. Caspase 8 und das Adapterprotein FADD (Benchoua et al., 2002;
Gbmez-Angelats & Cidlowski, 2003). FADD interagiert im Zellkern mit MBD4, einem Regulator
der Apoptose (Screaton et al., 2003). Inwieweit ein Zusammenhang mit nuklearen TRAIL-
Rezeptoren besteht, bleibt offen. Es sind weitere Untersuchungen nétig, um die Zusammen-

hange und die Funktionen der Rezeptoren in der Zelle zu verstehen.

Neben einer gesteigerten Endozytose gibt es weitere Erklarungsansatze, wie es zu einer
subzellularen Umverteilung der TRAIL-Rezeptoren kommen koénnte. Ein insuffizienter
Transport zur Plasmamembran kdnnte zur verminderten TRAIL-Rezeptor-Expression an der
Oberflache fiihren. So fuhrt die Transfektion mit TRAIL-R1 bei einigen TRAIL-resistenten
Zellen nicht zum Anstieg des Rezeptors an der Zelloberflache, was mit einer fehlerhaften
Sortierungsmaschinerie erklart werden kann (Jin et al., 2004; Zhang & Zhang, 2008). Das am
ER-Import beteiligte Protein SRP wurde als Bestandteil des Transportes von TRAIL-R1 zur
Plasmamembran identifiziert (Ren et al., 2004). Die Ligase MARCH-8 (E3 ubiquitin ligase
membrane-associated RING-CH) kann Uber Ubiquitinierung die TRAIL-R1-Prasenz an der
Zelloberflache und daraus folgend die TRAIL-Sensitivitat vermindern (Van De Kooij et al.,
2013). Analog kann das Adapterprotein c-Cbl nach der ligandenabhéngigen Internalisierung
der TRAIL-Todesrezeptoren Uber eine Ubiquitinierung die Degradation der Rezeptoren
bewirken. Dies fiihrt rasch zur Entwicklung einer (reversiblen) TRAIL-Resistenz (Song et al.,
2010). Die bei TRAIL-R2 im Vergleich zu TRAIL-R1 deutlich verlangerte mRNA-Sequenz
(4154 vs. 1764 Nukleotide), v.a. im Bereich der 3'-UTR, zeigt, dass TRAIL-R2 komplexeren
posttranskriptionellen Regulationsmechanismen unterliegt als TRAIL-R1. Vor allem mikroRNA
und RNA-bindende Proteine konnten hier eine wichtige Rolle spielen (Mert & Sanlioglu, 2016).
Bei PDAC-Zellen wurde eine Selbstregulation im Sinne eines negativen Feedbacks
beschrieben. Eine Stimulation des TRAIL-R2 tber das RNA-bindende Protein HUR (human
antigen R) fuhrt zu einer verminderten Translation des Rezeptors. Passend dazu erhoht die
Hemmung von HuR die Expression von TRAIL-R2 an der Plasmamembran sowie das
Ansprechen auf TRAIL (Pineda et al., 2012). Das Ausmald der O-Glykosylierung der TRAIL-
Todesrezeptoren hat keinen Einfluss auf die Expression an der Zelloberflache (Wagner et al.,
2007). Das Proto-Onkogen H-Ras vermindert bei einigen Tumorentitaten die Expression der
TRAIL-Rezeptoren an der Oberflache und induziert eine TRAIL-Resistenz (Chen et al., 2014).

Die unterliegenden Mechanismen und die Bedeutung fir PDAC-Zellen sind noch unklar.
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Die medikamentdse Verlagerung der TRAIL-Todesrezeptoren an die Zelloberflache stellt eine
neue mogliche Therapieoption dar, um TRAIL-resistente Zellen zu sensitivieren. So fihrt die
Hemmung von H-Ras zu einer gesteigerten Expression der TRAIL-Rezeptoren an der
Membran und zu einer wiederhergestellten Sensitivitdt gegenliber TRAIL und agonistischen
Antikérpern (Chen et al., 2014). In plazentaren Trophoblast-Zellen befindet sich TRAIL-R2
hauptséachlich in den Zellkernen und die Zellen sind TRAIL-resistent. TNF-a-Behandlung fuhrt
zur Relokalisierung an die Zelloberflache und steigert die TRAIL-Empfindlichkeit (Bai et al.,
2009). Analog re-sensitiviert die Behandlung mit TNF-a und IL-18 Thyreozyten fir TRAIL-
induzierte Apoptose, wobei TRAIL-R2 ebenso vom Zellinneren an die Plasmamembran
transloziert. Umgekehrt wirkt IFN-y protektiv, indem es den Rezeptor von der Oberflache
entfernt (Bretz et al., 2002). Moglicherweise konnten Calcineurininhibitoren als therapeutische
Kombinationspartner von TRAIL dienen, denn Calcineurin ist an der Dyn-1-abh&ngingen
Endozytose der TRAIL-Rezeptoren beteiligt (Reis et al., 2017). Autophagosomen spielen bei
der TRAIL-Resistenz von Brustkrebszellen eine Rolle. Resistente Zellen weisen eine grof3e
Menge basaler Autophagosomen auf, in denen sich TRAIL-R1 und -R2 finden, wobei die
Expression an der Zelloberflache vermindert ist. Hemmer der Autophagie losen die
Fehllokalisation auf und sensitivieren fir TRAIL-Therapie (Di et al., 2013). Quercetin und
Bufalin erhdohen (ber die Anreicherung der Rezeptoren in lipid rafts die TRAIL-Sensitivitat
(Psahoulia et al., 2007; Yan et al., 2014).

Die Kombination von TRAIL-Behandlung mit Chemotherapie oder Radiotherapie hat
synergistische Effekte und flhrt teilweise zur Re-Sensitivierung (Shankar & Srivastava, 2004).
Ob dies neben erhéhter Expression der Rezeptoren auch durch eine Translokation an die
Plasmamembran bedingt ist, bedarf weiterer Untersuchungen. Bei dem Versuch, eine TRAIL-
Resistenz medikamentds aufzuheben, muss immer die Gefahr der simultanen Sensitivierung
normaler Zellen beachtet werden (De Miguel et al., 2016). Neben der TRAIL-Rezeptor-
Expression an der Zelloberflache miissen bei allen Uberlegungen natiirlich immer die tibrigen
maoglichen Resistenzmechanismen bertcksichtigt werden.

Die Kenntnisse der Lokalisation der TRAIL-Rezeptoren innerhalb der Tumorzellen kdnnten
nicht nur direkten therapeutischen Zwecken dienen, sondern bei Patienten auch als Indikator
fur die Prognose dienen (Heilmann et al., 2019). Gegebenenfalls konnte die Verteilung in

Zukunft als Biomarker fiir eine erfolgreiche TRAIL-Therapie fungieren.

In Bezug auf die intrazellularen TRAIL-Rezeptoren gibt es weiterhin viele offene Fragen. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRAIL-Rezeptoren von der Plasmamembran zum
Zellkern transportiert werden. Offen bleibt, durch welche Proteine dieser Transport vermittelt
wird. Wahrend Importin 1 am Kernimport von TRAIL-R2 beteiligt zu sein scheint, gibt es bei
TRAIL-R1 bisher keine Hinweise darauf (Kojima et al., 2011). Eine mdgliche Beteiligung der
Proteine COPI, Sec61B oder der Rab-GTPasen am Kerntransport der TRAIL-Rezeptoren
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sollte untersucht werden, denn diese Proteine sind bei anderen Rezeptoren an der nukleéren
Translokation beteiligt (Wang & Hung, 2012). Der EGF-Rezeptor wandert nach
ligandenabhangiger Endozytose nicht nur zum Zellkern, sondern auch zu anderen Komparti-
menten wie den Mitochondrien (Demory et al., 2009). Uber die Lokalisation von TRAIL-
Rezeptoren in anderen Zellkompartimenten ist bisher wenig bekannt, sodass hier weitere
Untersuchungen nétig sind. Beim NSCLC fanden Leithner et al. signifikant erhéhte nukleare
TRAIL-R2-Werte bei Mannern im Vergleich zu Frauen, sodass auch die Rolle des
Geschlechtes zu eruieren bleibt (Leithner et al., 2009).

Das Hauptaugenmerk der Versuche zu vorliegender Arbeit lag auf den TRAIL-
Todesrezeptoren 1 und 2, da diese die relevanteste intrazelluldare Expression aufweisen
(Bertsch et al., 2014). Der Nachweis von intrazellularem TRAIL-R4 im Western-Blot gestaltete
sich mit den verfugbaren Antikdrpern schwierig. Die erfolgreiche Herunterregulation von
TRAIL-R4 wurde auf PCR-Ebene Uberprift (Tawfik et al., 2019) und bildet sich auch in der
Durchflusszytometrie ab. Interessanterweise ist TRAIL-R3 bei Colo357-Zellen intrazellular
nachweisbar, wird aber nicht an der Zelloberflache exprimiert (Lemke et al., 2010). Die
Funktion im Zellinneren ist ungeklart. Da TRAIL-R3 keine intrazellulare Doméne besitzt, ist die
Ausibung komplexer regulatorischer Funktionen innerhalb der Zelle als unwahrscheinlich
anzusehen.

Die Rolle des endogenen TRAILs muss weiter untersucht werden. Als Quelle kommen sowohl
die Tumorzellen selbst als auch Zellen der Mikroumgebung in Frage, wie u.a. pankreatische
Sternzellen. Diese myofibroblastaren Stromazellen werden bei chronischer Pankreatitis oder
beim Pankreaszellkarzinom aktiviert. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Genese einer
Pankreasfibrose und fordern die Entstehung einer tumorférdernden Mikroumgebung. Es wird
angenommen, dass sie Uber parakrine Signale zu einer gesteigerten Chemotherapie- und
Apoptose-Resistenz fuhren. Von ihnen ist bekannt, dass sie TRAIL produzieren kénnen (Hasel
et al., 2003; Allam et al., 2017). Mdglicherweise fuhren die Pankreassternzellen tber die
Sekretion subtoxischer TRAIL-Dosen bei den Tumorzellen zur Endozytose der TRAIL-
Rezeptoren und induzieren damit eine TRAIL-Resistenz.

Die schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms erklart sich durch die frihe Metastasierung
sowie durch ausgepragte Resistenzen gegen Chemo- und Strahlentherapie. Auch nach initial
erfolgreicher operativer Entfernung des Tumors kommt es haufig zu Rezidiven. In engem
Zusammenhang mit den Pankreassternzellen stehen sogenannte Tumorstammzellen, die seit
einigen Jahren im Interesse der Forschung stehen. Sie zeichnen sich durch die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und zur Differenzierung aus. Tumorstammzellen scheinen fiir die schlechte
Prognose des Pankreaszellkarzinoms eine entscheidende Rolle zu spielen, da sie eine
konventionelle Radio- und Chemotherapie Uberstehen kdnnen und so ein Rezidiv bedingen
kénnen (Li et al., 2007; AWMF, 2013; Hermann & Jr, 2018). Da TRAIL-Rezeptoren in Zellen
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mit Stammzellcharakter teils vermehrt intrazellular exprimiert werden (eigene Untersuchungen
der AG Trauzold; Niu et al., 2012), sollten die Tumorstammzellen im Hinblick auf Expression
und Verteilung der TRAIL-Rezeptoren naher untersucht werden. Eine Translokation an die
Zelloberflache kdnnte eine neue Therapiestrategie darstellen, um diese Zellen empfanglich fur

eine TRAIL-Therapie zu machen.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass sich TRAIL-Rezeptoren bei PDAC-Zellen intrazellular in
kontinuierlichem Fluss befinden. Im Zellinneren kommt es zu Interaktionen zwischen den
verschiedenen TRAIL-Rezeptoren. Die Ergebnisse weisen auf eine ligandenabhangige
Internalisierung und konsekutiven Transport der TRAIL-Todesrezeptoren zum Zellkern hin. Mit
CRM1 wurde ein Kernexportprotein fir die TRAIL-Rezeptoren identifiziert. Die Versuche
sollten mit anderen Zelllinien und Tumorentitéaten wiederholt werden, um die Mechanismen der

TRAIL-Rezeptoren-Verteilung zu generalisieren.
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5 Zusammenfassung

Das Pankreasadenokarzinom ist nach wie vor eine Krebserkrankung mit infauster Prognose.
Das Zytokin TRAIL steht seit einigen Jahren im Interesse der Tumorforschung, da es in der
Lage ist, den programmierten Zelltod bei Krebszellen auszulésen und normale Kérperzellen
zu verschonen. Neben den beiden TRAIL-Todesrezeptoren TRAIL-R1 und -R2 gibt es mit
TRAIL-R3 und -R4 zwei Rezeptoren mit antagonistischem Effekt. In klinischen Studien
erbrachte eine TRAIL-Therapie bisher nicht den erhofften Benefit. Viele Krebszellen zeigten
eine TRAIL-Resistenz, die u. a. durch die Hochregulation anti-apoptotischer Proteine zustande
kommen kann. Als weiterer Resistenzmechanismus kommt die Verlagerung der TRAIL-
Todesrezeptoren nach intrazellular in Frage. Intrazellulare TRAIL-Rezeptoren kénnen sogar

eine tumorférdernde Wirkung haben.

Uber die Regulierung der subzellularen Rezeptor-Verteilung ist bisher wenig bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurden Interaktion der TRAIL-Rezeptoren in der Zelle, Einfluss des
Liganden TRAIL auf die Verteilung der Rezeptoren, Herkunft nuklearer TRAIL-Rezeptoren und

Export der Rezeptoren aus dem Zellkern untersucht.

Bei den untersuchten Zelllinien konnten TRAIL-R1 und -R2 sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern nachgewiesen werden. Im Zellinneren traten dabei vermehrt kleinere Formen auf, die
Fragmente der urspriinglichen Rezeptoren darstellen kdnnten. Eine Stimulation mit TRAIL
fuhrte nach einer Stunde zu einem vermehrten Nachweis der TRAIL-Todesrezeptoren im
Zellkern. Die dabei unveranderte Gesamtmenge der Rezeptoren in der Zelle weist auf eine
Translokation zum Zellkern hin. Diese ligandenabhangige Verlagerung scheint nach einiger
Zeit reversibel zu sein. Eine Hemmung des endogenen TRAILs konnte in den Versuchen zu
dieser Arbeit keinen Einfluss auf die Verteilung zeigen. Durch Biotin-Markierung konnte
erstmals die Herkunft nukledrer TRAIL-Rezeptoren von der Zelloberflache nachvollzogen
werden, wodurch der Transport von der Plasmamembran zum Zellkern bewiesen werden
konnte. TRAIL-Rezeptoren stellen somit einen weiteren Vertreter von Membranrezeptoren im

Nukleus dar.

Es konnte gezeigt werden, dass TRAIL-R1 und -R2 sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
miteinander interagieren. Die TRAIL-Rezeptoren beeinflussen sich gegenseitig. So fihrt die
Herunterregulation von TRAIL-R1 und TRAIL-R4 zu erhdhter Prasenz von TRAIL-R2 im
Zellkern und an der Plasmamembran. Es konnte zudem die Beteiligung von CRM1 am

Kernexport der TRAIL-Rezeptoren gezeigt werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die intrazellulare Lokalisation
der TRAIL-Rezeptoren eine grol3ere Bedeutung einnehmen kénnte als bisher angenommen.
Die ligandenabhangige Verlagerung der TRAIL-Rezeptoren nach intrazellular kdnnte einen

Mechanismus von Tumorzellen zur Entwicklung einer TRAIL-Resistenz darstellen.
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Der Einfluss autokrin von Tumorzellen selbst sowie parakrin aus der Tumor-Mikroumgebung
sezernierten TRAILs kdnnte hier eine zentrale Rolle spielen. Neben der simplen Abwesenheit
von der Plasmamembran scheinen TRAIL-Rezeptoren intrazelluldar weitere Funktionen zu
erfillen, wie dies exemplarisch fur TRAIL-R2 in der Regulation der let-7-miRNA-Reifung
bekannt ist. Auch wenn mittlerweile einige Kenntnisse vorhanden sind, bleibt die intrazellulare
Verteilung und Funktion der TRAIL-Rezeptoren ein in vielen Aspekten unverstandenes

Thema, das weiterer Untersuchungen bedarf.
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Anhang

Ermittlung potenzieller NES

Zur Ermittlung potenzieller NES (nuclear export signals) wurde das Computerprogramm
NetNES 1.1 Server der Technischen Universitat Dé&nemark verwendet. Anhand der
Aminosauresequenz der untersuchten Proteine wird ein ,NES Score® ermittelt. Bei Uber-
schreiten eines Schwellenwertes (engl. Threshold) wird die Beteiligung an einem NES
angenommen, gekennzeichnet durch ein ,Yes* in der Spalte ,Predicted” in der Liste (vgl. la

Cour et al., 2004). Programm abzurufen unter: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/

Abgerufen am 20.06.2020.

TRAIL-R1
MetMES 1.1:f Predicted HES =sighnals in Segquence
1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 Threshold u
MH
HMHM
MES Score
1
L
21 -
i

a =1 166 15@ 2aa 258 zEa8 258 488 458
Sequence Positian

Abbildung 21: Ermittlung potenzieller NES bei TRAIL-R1

Die Abszisse zeigt die Sequenzposition von TRAIL-R1. Auf der Ordinate ist der Score abgebildet.
Ubersteigt der NES Score den Schwellenwert (Threshold), wird die Beteiligung an einem NES
angenommen. NN = neural network, HMM = hidden Markov model

#Seg-Pos-Residue ANN HMM NES Predicted
# _________________________________________________________
Sequence-1-M 0.128 0.000 0.000 -
Sequence-2-A 0.089 0.000 0.000 -
Sequence-3-P 0.128 0.000 0.000 -
Sequence-4-P 0.075 0.000 0.000 -
Sequence-5-P 0.080 0.000 0.000 -
Sequence-6-A 0.080 0.000 0.000 -
Sequence-7-R 0.081 0.000 0.000 -
Sequence-8-V 0.081 0.007 0.000 -
Sequence-9-H 0.084 0.007 0.000 -
Sequence-10-L 0.335 0.007 0.000 -
Sequence-11-G 0.078 0.007 0.000 -
Sequence-12-A 0.079 0.007 0.000 -
Sequence-13-F 0.085 0.007 0.000 -
Sequence-14-1L 0.107 0.007 0.000 -
Sequence-15-A 0.096 0.007 0.000 -
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Sequence-243-1
Sequence-244-1,
Sequence-245-V
Sequence-246-V
Sequence-247-T
Sequence-248-1L
Sequence-249-Vv
Sequence-250-V
Sequence-251-P
Sequence-252-L
Sequence-253-1L
Sequence-254-1L
Sequence-255-V
Sequence-256-A
Sequence-257-V
Sequence-258-1L
Sequence-259-1
Sequence-260-V
Sequence-261-C
Sequence-262-C
Sequence-263-C

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholNoNoNoNolBoNoNoNoRoNoloNolNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNolRoNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.084
.071
.079
.074
.095
.084
.075
L1111
.091
.075
.093
.075
.080
.080
.084
.075
.090
.070
.073
.079
.068
.087
.080
.072
.072
.133
.065
.123
.082
.074
. 141
.081
.089
.118
.074
.081
.071
.083
.085
.081
.079
.087
L1111
.080
.088
.067
.16l
.087
.101
.077
.168
.122
.281
.100
.084
.200
.206
.214
.280
.090
.199
.098

eoNoNoNoNeoNoNoRNoNoholoNoNoNolBoNoNoNoloNololNoNoNoNoNoNoBoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNoloNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.007
.007
.128
.133
.155
.160
.175
177
.228
.109
.124
.116
.321
.351
.353
.295
.293
.293
.282
.279
.064
.007
.007
.007

eoNoNeoNoNeoNoNoRNoNoholNoNoNoNolBoNoNoNoloNeololNoloNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.053
.094
.120
.064
.059
.084
.081
.096
.000
.000
.000
.000
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Sequence-264-1
Sequence-265-G
Sequence-266-3
Sequence-267-G
Sequence-268-C
Sequence-269-G
Sequence-270-G
Sequence-271-D
Sequence-272-P
Sequence-273-K
Sequence-274-C
Sequence-275-M
Sequence-276-D
Sequence-277-R
Sequence-278-V
Sequence-279-C
Sequence-280-F
Sequence-281-W
Sequence-282-R
Sequence-283-L
Sequence-284-G
Sequence-285-L
Sequence-286-L
Sequence-287-R
Sequence-288-G
Sequence-289-P
Sequence-290-G
Sequence-291-A
Sequence-292-E
Sequence-293-D
Sequence-294-N
Sequence-295-A
Sequence-296-H
Sequence-297-N
Sequence-298-E
Sequence-299-1I
Sequence-300-L
Sequence-301-S
Sequence-302-N
Sequence-303-A
Sequence-304-D
Sequence-305-3
Sequence-306-L
Sequence-307-3
Sequence-308-T
Sequence-309-F
Sequence-310-V
Sequence-311-8
Sequence-312-E
Sequence-313-0
Sequence-314-0Q
Sequence-315-M
Sequence-316-E
Sequence-317-3
Sequence-318-0Q
Sequence-319-E
Sequence-320-P
Sequence-321-A
Sequence-322-D
Sequence-323-L
Sequence-324-T
Sequence-325-G

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoloNoNoNoNoBoNoloNoBoNoloNolNoNoNoNeooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.112
.083
.089
.087
.078
.070
.070
.075
.075
.071
.075
.075
.071
.088
.077
.082
.079
.079
.099
.295
.074
.372
.080
.104
.233
.086
.122
.090
.086
.091
.085
.080
.072
.068
.073
.101
.087
.072
.100
.086
.083
.099
.087
.095
.115
.114
.098
.081
.083
.071
.073
.179
.095
.078
.080
.079
.080
.085
.070
.190
.072
.153

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoRoNoloNoloNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNeooNoNoloNolBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNoNolNololNololNolNo)

.007
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.017
.017
.017
.036
.036
.036
.036
.036
.037
.037
.037
.003
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.012
.012
.012
.012
.012
.012
.012
.012
.012
.012
.012

eoNoNeoNoNeoNoNoBoNoholoNoNoNoBoNoNoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNolBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNoNolNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-326-V
Sequence-327-T
Sequence-328-V
Sequence-329-Q
Sequence-330-3
Sequence-331-P
Sequence-332-G
Sequence-333-E
Sequence-334-A
Sequence-335-0Q
Sequence-336-C
Sequence-337-L
Sequence-338-L
Sequence-339-G
Sequence-340-P
Sequence-341-A
Sequence-342-E
Sequence-343-A
Sequence-344-E
Sequence-345-G
Sequence-346-S
Sequence-347-Q
Sequence-348-R
Sequence-349-R
Sequence-350-R
Sequence-351-L
Sequence-352-L
Sequence-353-V
Sequence-354-P
Sequence-355-A
Sequence-356-N
Sequence-357-G
Sequence-358-A
Sequence-359-D
Sequence-360-P
Sequence-361-T
Sequence-362-E
Sequence-363-T
Sequence-364-L
Sequence-365-M
Sequence-366-L
Sequence-367-F
Sequence-368-F
Sequence-369-D
Sequence-370-K
Sequence-371-F
Sequence-372-A
Sequence-373-N
Sequence-374-1I
Sequence-375-V
Sequence-376-P
Sequence-377-F
Sequence-378-D
Sequence-379-3
Sequence-380-W
Sequence-381-D
Sequence-382-Q
Sequence-383-L
Sequence-384-M
Sequence-385-R
Sequence-386-0Q
Sequence-387-L

eoNoNoNoNeoNoNoNoNoholNoNoNoNoBoNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.089
.088
.193
.094
.086
.081
.071
.070
.074
.070
.072
117
.096
.159
.233
.075
.092
.085
.106
.086
.076
.083
.086
.076
.075
.095
.090
.132
.087
.109
.095
.087
.080
.081
.075
.085
.070
.077
.091
.073
177
.069
.129
.133
.089
.107
.131
.223
.257
.087
.086
.084
.074
.076
.085
.070
.082
.133
.079
.099
.144
.102

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNololNoNoNoNoNoNolNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.012
.011
.011
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.004
.005
.007
.007
.007
.006
.006
.006
.004
.004
.005
.001
.001
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.012
.029
.029
.029
.067

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNololNolNoNoNoNoNolNoNolBoNoBoNoloNoNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-388-D
Sequence-389-L
Sequence-390-T
Sequence-391-K
Sequence-392-N
Sequence-393-E
Sequence-394-1I
Sequence-395-D
Sequence-396-V
Sequence-397-V
Sequence-398-R
Sequence-399-A
Sequence-400-G
Sequence-401-T
Sequence-402-A
Sequence-403-G
Sequence-404-P
Sequence-405-G
Sequence-406-D
Sequence-407-A
Sequence-408-L
Sequence-409-Y
Sequence-410-A
Sequence-411-M
Sequence-412-1L
Sequence-413-M
Sequence-414-K
Sequence-415-W
Sequence-416-V
Sequence-417-N
Sequence-418-K
Sequence-419-T
Sequence-420-G
Sequence-421-R
Sequence-422-N
Sequence-423-A
Sequence-424-S
Sequence-425-1
Sequence-426-H
Sequence-427-T
Sequence-428-L
Sequence-429-1L
Sequence-430-D
Sequence-431-A
Sequence-432-L
Sequence-433-E
Sequence-434-R
Sequence-435-M
Sequence-436-E
Sequence-437-E
Sequence-438-R
Sequence-439-H
Sequence-440-A
Sequence-441-R
Sequence-442-E
Sequence-443-K
Sequence-444-1
Sequence-445-Q
Sequence-446-D
Sequence-447-L
Sequence-448-L
Sequence-449-Vv

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.091
.763
.072
.300
.115
.096
.319
.073
.129
.107
.094
.089
.071
.077
.092
.077
.078
.076
.066
.076
.105
.086
.072
.088
.092
.257
.104
.076
.105
.151
.110
.068
.077
.099
.075
.071
.072
.085
.068
.082
119
.082
.091
.0%6
.113
.093
.396
.132
.106
.693
.099
.105
.098
.075
.070
.079
.258
.078
.094
.209
.082
.309

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNolNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNolRoNolNoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.067
.070
.068
.068
.068
.068
.068
.056
.056
.004
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.005
.005
.026
L111
.240
.239
.239
.260
.260
.260
.272
.250
.250
.250
.250
.250
.250
.250
.251
.263
.209
.209
.221
.050
.042

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoloNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
. 341
.000
.000
.000
.000
.016
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.034
.056
.037
.571
.168
.170
L1111
.099
.092
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-450-D
Sequence-451-S
Sequence-452-G
Sequence-453-K
Sequence-454-F
Sequence-455-1
Sequence-456-Y
Sequence-457-L
Sequence-458-E
Sequence-459-D
Sequence-460-G
Sequence-461-T
Sequence-462-G
Sequence-463-S
Sequence-464-A
Sequence-465-V
Sequence-466-S
Sequence-467-L
Sequence-468-E
//

Score

0.086 0.028 0.000 -
0.083 0.028 0.000 -
0.097 0.028 0.000 -
0.116 0.028 0.000 -
0.120 0.028 0.000 -
0.146 0.033 0.000 -
0.106 0.033 0.000 -
0.192 0.035 0.000 -
0.076 0.007 0.000 -
0.097 0.007 0.000 -
0.079 0.007 0.000 -
0.073 0.007 0.000 -
0.083 0.007 0.000 -
0.073 0.007 0.000 -
0.087 0.007 0.000 -
0.098 0.007 0.000 -
0.075 0.007 0.000 -
0.103 0.007 0.000 -
0.071 0.000 0.000 -
TRAIL-R2 (lange Isoform)
MetHES 1.1: Predicted HES =signals in Segquence
Threshold
MH
HMHM
MES Score
|
A |
B I—ll_ 1 JF_“ 1 1 T 1 '_\II 1 e
a 1] 1868 158 2aa 258 388 358 488

Sequence Positian

Abbildung 22: Ermittlung potenzieller NES bei TRAIL-R2 (lange Isoform)

Die Abszisse zeigt die Sequenzposition der langen Isoform von TRAIL-R2. Auf der Ordinate ist der
Score abgebildet. Ubersteigt der NES Score den Schwellenwert (Threshold), wird die Beteiligung an
einem NES angenommen. NN = neural network, HMM = hidden Markov model

#Seg-Pos-Residue

Sequence-1-M
Sequence-2-E
Sequence-3-Q
Sequence—-4-R
Sequence-5-G
Sequence-6-Q
Sequence-7-N
Sequence-8-A
Sequence-9-P

O OO OO OO oo
e e e e e e e e

OO OO OO O oo
e e e e e e e e

OO O OO OO oo
I T Y

Predicted
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Sequence-10-A
Sequence-11-A
Sequence-12-S
Sequence-13-G
Sequence-14-A
Sequence-15-R
Sequence-16-K
Sequence-17-R
Sequence-18-H
Sequence-19-G
Sequence-20-P
Sequence-21-G
Sequence-22-P
Sequence-23-R
Sequence-24-E
Sequence-25-A
Sequence-26-R
Sequence-27-G
Sequence-28-A
Sequence-29-R
Sequence-30-P
Sequence-31-G
Sequence-32-P
Sequence-33-R
Sequence-34-V
Sequence-35-P
Sequence-36-K
Sequence-37-T
Sequence-38-L
Sequence-39-V
Sequence-40-L
Sequence-41-V
Sequence-42-V
Sequence-43-A
Sequence-44-A
Sequence-45-V
Sequence-46-L
Sequence-47-L
Sequence-48-L
Sequence-49-V
Sequence-50-3
Sequence-51-A
Sequence-52-E
Sequence-53-3
Sequence-54-A
Sequence-55-1L
Sequence-56-1
Sequence-57-T
Sequence-58-0Q
Sequence-59-0Q
Sequence-60-D
Sequence-61-1L
Sequence-62-A
Sequence-63-P
Sequence-64-Q
Sequence-65-0Q
Sequence-66-R
Sequence-67-A
Sequence-68-A
Sequence-69-P
Sequence-70-0Q
Sequence-71-Q

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoloNoNoNoNolNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNeooNoNolNoNoBoNohoNoBoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.108
.078
.069
.076
.067
.068
.070
.072
.079
.080
.075
.065
.076
.074
.068
.080
.074
.071
.069
.083
.074
.074
.067
.066
.075
.071
.077
.068
.078
.083
.100
.072
.089
.073
.118
.107
.139
.229
.547
.151
.203
.104
.088
.088
.093
.126
.271
.188
.076
.075
.082
.087
.087
.186
.079
.104
.078
.075
.097
.083
.076
.074

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNolBoNoloNololNoloNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNoloNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.009
.009
.013
.014
.062
.070
.122
.122
.125
.115
.115
.126
.217
.246
.206
.143
.139
.139
.139
.139
.139
.139
.013
.011
.011
.011
.011
.011
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNohoNoNoNoNolBoNoNoNoRoNoloNoloNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.459
.012
.026
.025
.015
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-72-K
Sequence-73-R
Sequence-74-S
Sequence-75-S
Sequence-76-P
Sequence-77-S
Sequence-78-E
Sequence-79-G
Sequence-80-L
Sequence-81-C
Sequence-82-P
Sequence-83-P
Sequence-84-G
Sequence-85-H
Sequence-86-H
Sequence-87-1I
Sequence-88-S
Sequence-89-E
Sequence-90-D
Sequence-91-G
Sequence-92-R
Sequence-93-D
Sequence-94-C
Sequence-95-1I
Sequence-96-S
Sequence-97-C
Sequence-98-K
Sequence-99-Y
Sequence-100-G
Sequence-101-0Q
Sequence-102-D
Sequence-103-Y
Sequence-104-S
Sequence-105-T
Sequence-106-H
Sequence-107-W
Sequence-108-N
Sequence-109-D
Sequence-110-L
Sequence-111-1L
Sequence-112-F
Sequence-113-C
Sequence-114-L
Sequence-115-R
Sequence-116-C
Sequence-117-T
Sequence-118-R
Sequence-119-C
Sequence-120-D
Sequence-121-3
Sequence-122-G
Sequence-123-E
Sequence-124-V
Sequence-125-E
Sequence-126-L
Sequence-127-3
Sequence-128-P
Sequence-129-C
Sequence-130-T
Sequence-131-T
Sequence-132-T
Sequence-133-R

eoNoNoNoNeoNoNoRNoNoholoNoNoNoBoNolBoNoloNololNoloNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.070
.071
.068
.074
.083
.067
.075
.076
.079
.075
.095
.075
.084
.084
.080
.095
.082
.0%96
.083
.086
.092
.074
.067
.099
.075
.115
.116
.075
.086
.069
.076
.085
.070
.094
.074
.078
.084
.068
.106
.099
.128
.259
.231
.121
.291
.324
.160
.217
.092
.117
.075
.080
.092
.075
.109
.081
.091
.089
.074
.089
.075
.093

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoBoNoloNoloNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.032
.076
.085
.085
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.086
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNolBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoBoNoloNoloNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNoNolNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-134-N
Sequence-135-T
Sequence-136-V
Sequence-137-C
Sequence-138-0Q
Sequence-139-C
Sequence-140-E
Sequence-141-E
Sequence-142-G
Sequence-143-T
Sequence-144-F
Sequence-145-R
Sequence-146-E
Sequence-147-E
Sequence-148-D
Sequence-149-S
Sequence-150-P
Sequence-151-E
Sequence-152-M
Sequence-153-C
Sequence-154-R
Sequence-155-K
Sequence-156-C
Sequence-157-R
Sequence-158-T
Sequence-159-G
Sequence-160-C
Sequence-161-P
Sequence-162-R
Sequence-163-G
Sequence-164-M
Sequence-165-V
Sequence-166-K
Sequence-167-V
Sequence-168-G
Sequence-169-D
Sequence-170-C
Sequence-171-T
Sequence-172-P
Sequence-173-W
Sequence-174-3
Sequence-175-D
Sequence-176-1
Sequence-177-E
Sequence-178-C
Sequence-179-V
Sequence-180-H
Sequence-181-K
Sequence-182-E
Sequence-183-3
Sequence-184-G
Sequence-185-T
Sequence-186-K
Sequence-187-H
Sequence-188-3
Sequence-189-G
Sequence-190-E
Sequence-191-V
Sequence-192-P
Sequence-193-A
Sequence-194-Vv
Sequence-195-E

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoNoNoloNoloNoNoNoNoNoNoBoNolBoNoBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNolNoNololNololNololNolNo)

.082
.106
.107
.083
.074
.085
.070
.077
.097
.081
.092
.086
.072
.103
.095
.076
.090
.104
.079
.086
.079
.099
.105
.088
.143
.106
.085
.077
.080
.078
.071
.092
.079
.084
.070
.075
.084
.066
.100
.077
.072
.073
.116
.067
.110
.087
.076
.158
.078
.091
.092
.074
.080
.089
.082
.077
.073
.074
.089
.101
.079
.070

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoloNeoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNeohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNolNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-196-E
Sequence-197-T
Sequence-198-V
Sequence-199-T
Sequence-200-3
Sequence-201-8
Sequence-202-P
Sequence-203-G
Sequence-204-T
Sequence-205-P
Sequence-206-A
Sequence-207-3
Sequence-208-P
Sequence-209-C
Sequence-210-3
Sequence-211-1L
Sequence-212-8
Sequence-213-G
Sequence-214-1I
Sequence-215-1I
Sequence-216-1I
Sequence-217-G
Sequence-218-V
Sequence-219-T
Sequence-220-V
Sequence-221-A
Sequence-222-A
Sequence-223-V
Sequence-224-V
Sequence-225-L
Sequence-226-1
Sequence-227-V
Sequence-228-A
Sequence-229-V
Sequence-230-F
Sequence-231-V
Sequence-232-C
Sequence-233-K
Sequence-234-S
Sequence-235-L
Sequence-236-L
Sequence-237-W
Sequence-238-K
Sequence-239-K
Sequence-240-V
Sequence-241-L
Sequence-242-P
Sequence-243-Y
Sequence-244-1L
Sequence-245-K
Sequence-246-G
Sequence-247-1
Sequence-248-C
Sequence-249-3
Sequence-250-G
Sequence-251-G
Sequence-252-G
Sequence-253-G
Sequence-254-D
Sequence-255-P
Sequence-256-E
Sequence-257-R

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNolRoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.076
.081
.089
.075
.082
.073
.075
.068
.070
.078
.078
.092
.073
.083
.067
.145
.071
.079
.108
.079
.333
.099
.080
.082
.113
.078
.072
.081
.075
.083
.088
.092
.069
.124
.090
.102
.083
.072
.072
.265
.199
.081
.082
.066
.105
.225
.101
.150
.198
.115
.189
.087
.095
.091
.088
.111
.076
.083
.071
.071
.069
.077

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNoBoNolBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNolBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.002
.002
.002
.007
.007
.007
.007
.008
.008
.008
.002
.002
.002
.003
.004
.004
.004
.003
.004
.003
.003
.002
.002
.002
.002
.002
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoNoNeoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNeooNoNolNoNolBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-258-V
Sequence-259-D
Sequence-260-R
Sequence-261-3
Sequence-262-3
Sequence-263-Q
Sequence-264-R
Sequence-265-P
Sequence-266-G
Sequence-267-A
Sequence-268-E
Sequence-269-D
Sequence-270-N
Sequence-271-V
Sequence-272-L
Sequence-273-N
Sequence-274-E
Sequence-275-1
Sequence-276-V
Sequence-277-3
Sequence-278-1I
Sequence-279-L
Sequence-280-0Q
Sequence-281-P
Sequence-282-T
Sequence-283-0
Sequence-284-V
Sequence-285-P
Sequence-286-E
Sequence-287-0Q
Sequence-288-E
Sequence-289-M
Sequence-290-E
Sequence-291-V
Sequence-292-0Q
Sequence-293-E
Sequence-294-P
Sequence-295-A
Sequence-296-E
Sequence-297-P
Sequence-298-T
Sequence-299-G
Sequence-300-V
Sequence-301-N
Sequence-302-M
Sequence-303-L
Sequence-304-S
Sequence-305-P
Sequence-306-G
Sequence-307-E
Sequence-308-3
Sequence-309-E
Sequence-310-H
Sequence-311-L
Sequence-312-L
Sequence-313-E
Sequence-314-P
Sequence-315-A
Sequence-316-E
Sequence-317-A
Sequence-318-E
Sequence-319-R

eoNoNoNoNeoNoNoRNoNoholoNoNoNolBoNoNoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoBoNoloNolBoNoloNoNoNoNoNooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.075
.068
.089
.069
.074
.079
.085
.076
.078
.083
.070
.079
.086
.080
.127
.075
.093
.097
.075
.079
.114
.129
.098
.197
.069
.086
.112
.067
.077
.084
.068
.086
.081
.096
.074
.075
.087
.073
.080
.079
.075
.080
.091
.071
.099
.263
.077
.088
.076
.071
.082
.075
.077
.359
.148
.089
L1111
.081
.093
.094
.098
.096

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoBoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001

eoNoNeoNoNeoNoNoRNoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNeoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-320-8
Sequence-321-0Q
Sequence-322-R
Sequence-323-R
Sequence-324-R
Sequence-325-1L
Sequence-326-L
Sequence-327-V
Sequence-328-P
Sequence-329-A
Sequence-330-N
Sequence-331-E
Sequence-332-G
Sequence-333-D
Sequence-334-P
Sequence-335-T
Sequence-336-E
Sequence-337-T
Sequence-338-L
Sequence-339-R
Sequence-340-0Q
Sequence-341-C
Sequence-342-F
Sequence-343-D
Sequence-344-D
Sequence-345-F
Sequence-346-A
Sequence-347-D
Sequence-348-L
Sequence-349-V
Sequence-350-P
Sequence-351-F
Sequence-352-D
Sequence-353-3
Sequence-354-W
Sequence-355-E
Sequence-356-P
Sequence-357-L
Sequence-358-M
Sequence-359-R
Sequence-360-K
Sequence-361-1L
Sequence-362-G
Sequence-363-L
Sequence-364-M
Sequence-365-D
Sequence-366-N
Sequence-367-E
Sequence-368-1
Sequence-369-K
Sequence-370-V
Sequence-371-A
Sequence-372-K
Sequence-373-A
Sequence-374-E
Sequence-375-A
Sequence-376-A
Sequence-377-G
Sequence-378-H
Sequence-379-R
Sequence-380-D
Sequence-381-T

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNololNoloNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.120
.099
.097
.081
.078
.120
.100
.132
.089
.098
.100
.091
.089
.083
.079
.085
.072
.077
.096
.069
.121
.080
.080
.138
.082
.122
.086
.144
.203
.086
.126
.089
.081
.089
.122
.081
.084
.176
.076
.104
.119
.099
.097
.588
.084
.238
.281
.083
.377
.076
.109
.096
.088
.085
.067
.081
.073
.071
.081
.127
.070
.103

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNeohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.002
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.024
.002
.002
.002
.001
.001
.001
.001
.001
.003
.007
.007
.007
.008
.008
.008
.007
.007
.007
.007
.007
.002
.003
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoloNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNoloNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNolNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.236
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-382-1L
Sequence-383-Y
Sequence-384-T
Sequence-385-M
Sequence-386-1L
Sequence-387-1
Sequence-388-K
Sequence-389-W
Sequence-390-V
Sequence-391-N
Sequence-392-K
Sequence-393-T
Sequence-394-G
Sequence-395-R
Sequence-396-D
Sequence-397-A
Sequence-398-S
Sequence-399-V
Sequence-400-H
Sequence-401-T
Sequence-402-L
Sequence-403-L
Sequence-404-D
Sequence-405-A
Sequence-406-L
Sequence-407-E
Sequence-408-T
Sequence-409-L
Sequence-410-G
Sequence-411-E
Sequence-412-R
Sequence-413-L
Sequence-414-A
Sequence-415-K
Sequence-416-0Q
Sequence-417-K
Sequence-418-1
Sequence-419-E
Sequence-420-D
Sequence-421-H
Sequence-422-L
Sequence-423-1L
Sequence-424-S
Sequence-425-3
Sequence-426-G
Sequence-427-K
Sequence-428-F
Sequence-429-M
Sequence-430-Y
Sequence-431-L
Sequence-432-E
Sequence-433-G
Sequence-434-N
Sequence-435-A
Sequence-436-D
Sequence-437-3
Sequence-438-A
Sequence-439-M
Sequence-440-S
//

[eNoNeoNoNoNoloNoBolNoBoNoholNoBoNoNoNoNoNoNoloNoBoNoRolNololNoNoNeoNoNoNoNoNooNoBoNoloNeololoNoNoNoNoNoloNolNoNololeololNeololNel

.121
.083
.086
.104
.142
.160
.118
.084
.097
.228
.109
.070
.093
.097
.078
.073
.074
.077
.070
.087
.152
.078
.085
.097
137
.084
.475
.204
.105
.706
.106
.324
.091
.197
.075
.082
.608
.086
.096
.081
.133
.234
.086
.109
.081
.114
.108
.088
.105
. 344
.079
.156
.073
.076
.071
.074
.074
.179
.071

[eNoNeoNoNoNolBolNoBoloBoNoholNoBoNoNoNoNoNoNoloNoBoNoRoNololNolNoNeoNoNoNoNoNooNoolNoloNololNoNoNoNoNoNoloNolNoNololeololNelNolNel

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.008
.008
.093
.207
.393
.393
.393
.589
.589
.589
.596
.501
.501
.501
.511
.053
.054
.054
.054
.057
.032
.032
.032
.034
.012
.010
.010
.010
.010
.010
.010
.010
.010
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

[eNoNoNoNoNoloNoBoloBoNololNoBoNoNoNoNoNoNoloNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNooNoloNololoNoNeoNoNoNoloNolNoNolNoleololNelNolNel

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.100
.104
.108
.318
.318
.782
.414
.321
.857
.451
.509
.000
.000
.000
.000
. 345
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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TRAIL-R3

Score

MetMES 1.1:f Predicted HES =sighnals in Segquence
1 1 1 1
Threshold
MH
HMHM
MES Score
!
E HJ\\ T T T T
a 1] 166/ 158 2aa 258

Abbildung 23: Ermittlung potenzieller NES bei TRAIL-R3

Sequence Positian

Die Abszisse zeigt die Sequenzposition von TRAIL-R3. Auf der Ordinate ist der Score abgebildet.
Ubersteigt der NES Score den Schwellenwert (Threshold), wird die Beteiligung an einem NES

angenommen. NN = neural network, HMM = hidden Markov model

#Seq-Pos—-Residue

Sequence-1-M

Sequence-2-A

Sequence-3-R

Sequence-4-1

Sequence-5-P

Sequence-6-K

Sequence-7-T

Sequence-8-L

Sequence-9-K

Sequence-10-F
Sequence-11-V
Sequence-12-V
Sequence-13-V
Sequence-14-1
Sequence-15-V
Sequence-16-A
Sequence-17-V
Sequence-18-L
Sequence-19-1L
Sequence-20-P
Sequence-21-V
Sequence-22-L
Sequence-23-A
Sequence-24-Y
Sequence-25-8
Sequence-26-A
Sequence-27-T
Sequence-28-T
Sequence-29-A
Sequence-30-R
Sequence-31-Q
Sequence-32-E

eNoNoNoNoNoBoNolNoloBoNeoloNoBoNolNoNolNoNoNoloNoNolNolBolNololNololNelNo)
F T T T T T

eNoNoNoNoNoBolNolNoBoRoNeoloNoBoNoNoNolNoNoNoloNolNolNolBolNololNololNelNe)

eNoNoNoNoNolBoNolNoloBoNeoloNoloNolNoNolNoNoNoloNolNoNolNolNololNololNelNo)

Predicted
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Sequence-33-E
Sequence-34-V
Sequence-35-P
Sequence-36-Q
Sequence-37-Q
Sequence-38-T
Sequence-39-V
Sequence-40-A
Sequence-41-P
Sequence-42-Q
Sequence-43-Q
Sequence-44-0Q
Sequence-45-R
Sequence-46-H
Sequence-47-S
Sequence-48-F
Sequence-49-K
Sequence-50-G
Sequence-51-E
Sequence-52-E
Sequence-53-C
Sequence-54-P
Sequence-55-A
Sequence-56-G
Sequence-57-S
Sequence-58-H
Sequence-59-R
Sequence-60-S
Sequence-61-E
Sequence-62-H
Sequence-63-T
Sequence-64-G
Sequence-65-A
Sequence-66-C
Sequence-67-N
Sequence-68-P
Sequence-69-C
Sequence-70-T
Sequence-71-E
Sequence-72-G
Sequence-73-V
Sequence-74-D
Sequence-75-Y
Sequence-76-T
Sequence-77-N
Sequence-78-A
Sequence-79-8
Sequence-80-N
Sequence-81-N
Sequence-82-E
Sequence-83-P
Sequence-84-S
Sequence-85-C
Sequence-86-F
Sequence-87-P
Sequence-88-C
Sequence-89-T
Sequence-90-V
Sequence-91-C
Sequence-92-K
Sequence-93-3
Sequence-94-D

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNoloNoBoNoRoNololNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNoNoNoNoNohoNoNoloNolBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.065
.101
.078
.072
.071
.069
.089
.080
.082
.070
.079
.072
.074
.084
.072
.086
.074
.084
.075
.070
.099
.078
.087
.078
.073
.078
.079
.072
.086
.089
.093
.099
.072
.071
.066
.082
.072
.077
.076
.073
.082
.067
.094
.067
.120
.082
.066
.089
.070
.079
.078
.071
.071
.084
.070
.088
.072
.078
.093
.104
.073
.077

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNoloNoNoNoNoNoNolBoNoBoNoloNolNoNoNoNeoNoNoNolRoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoloNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNolNoNoNolNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-95-Q

Sequence-96-K

Sequence-97-H

Sequence-98-K

Sequence-99-3

Sequence-100-3
Sequence-101-C
Sequence-102-T
Sequence-103-M
Sequence-104-T
Sequence-105-R
Sequence-106-D
Sequence-107-T
Sequence-108-V
Sequence-109-C
Sequence-110-0Q
Sequence-111-C
Sequence-112-K
Sequence-113-E
Sequence-114-G
Sequence-115-T
Sequence-116-F
Sequence-117-R
Sequence-118-N
Sequence-119-E
Sequence-120-N
Sequence-121-S
Sequence-122-P
Sequence-123-E
Sequence-124-M
Sequence-125-C
Sequence-126-R
Sequence-127-K
Sequence-128-C
Sequence-129-3
Sequence-130-R
Sequence-131-C
Sequence-132-P
Sequence-133-S
Sequence-134-G
Sequence-135-E
Sequence-136-V
Sequence-137-0Q
Sequence-138-V
Sequence-139-3
Sequence-140-N
Sequence-141-C
Sequence-142-T
Sequence-143-3
Sequence-144-W
Sequence-145-D
Sequence-146-D
Sequence-147-1
Sequence-148-0Q
Sequence-149-C
Sequence-150-V
Sequence-151-E
Sequence-152-E
Sequence-153-F
Sequence-154-G
Sequence-155-A
Sequence-156-N

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNolBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNoloNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.080
.074
.082
.088
.083
.080
.099
.102
.092
.082
.092
.081
.085
.092
.098
.075
.081
.084
.076
.097
.087
.076
.083
.071
.095
.105
.074
.082
.087
.069
.091
.081
.075
.093
.078
.091
.101
.074
.080
.076
.073
.089
.071
.098
.077
.071
.082
.068
.080
.077
.080
.071
.150
.070
.123
.0%96
.074
.113
.101
.075
.094
.075

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNololNoNoNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.004
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoRoNohoNoNoNoNolBoNoBoNoloNololNoloNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-157-A
Sequence-158-T
Sequence-159-Vv
Sequence-160-E
Sequence-161-T
Sequence-162-P
Sequence-163-A
Sequence-164-A
Sequence-165-E
Sequence-166-E
Sequence-167-T
Sequence-168-M
Sequence-169-N
Sequence-170-T
Sequence-171-3
Sequence-172-P
Sequence-173-G
Sequence-174-T
Sequence-175-P
Sequence-176-A
Sequence-177-P
Sequence-178-A
Sequence-179-A
Sequence-180-E
Sequence-181-E
Sequence-182-T
Sequence-183-M
Sequence-184-N
Sequence-185-T
Sequence-186-3
Sequence-187-P
Sequence-188-G
Sequence-189-T
Sequence-190-P
Sequence-191-A
Sequence-192-P
Sequence-193-A
Sequence-194-A
Sequence-195-E
Sequence-196-E
Sequence-197-T
Sequence-198-M
Sequence-199-T
Sequence-200-T
Sequence-201-3
Sequence-202-P
Sequence-203-G
Sequence-204-T
Sequence-205-P
Sequence-206-A
Sequence-207-P
Sequence-208-A
Sequence-209-A
Sequence-210-E
Sequence-211-E
Sequence-212-T
Sequence-213-M
Sequence-214-T
Sequence-215-T
Sequence-216-3
Sequence-217-P
Sequence-218-G

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoBoNololNoloNoNoNoNoNoNolBoNoBoNoloNoNoNoNoNeooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.072
.099
.108
.069
.085
.085
.085
.084
.076
.073
.072
.0%96
.073
.091
.085
.084
.073
.070
.077
.072
.095
.076
.086
.072
.070
.084
.075
.074
.075
.079
.081
.068
.071
.079
.073
.095
.078
.083
.072
.070
.087
.075
.073
.081
.082
.081
.069
.071
.077
.076
.108
.078
.082
.074
.076
.089
.076
.073
.079
.079
.077
.070

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholNoNoNoNoBoNolBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNolNoNololNololNololNolNo)

.000
.001
.012
.012
.014
.014
.014
.014
.014
.014
.014
.014
.000
.000
.000
.000
.000
.003
.003
.003
.003
.003
.003
.003
.003
.003
.003
.000
.000
.000
.000
.000
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.003
.000
.000
.000
.000
.000
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.002
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNeoNoNeoNoNoBoNoholoNoNoNolBoNolBoNoloNoloNolNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-219-T
Sequence-220-P
Sequence-221-A
Sequence-222-P
Sequence-223-A
Sequence-224-A
Sequence-225-E
Sequence-226-E
Sequence-227-T
Sequence-228-M
Sequence-229-1
Sequence-230-T
Sequence-231-S
Sequence-232-P
Sequence-233-G
Sequence-234-T
Sequence-235-P
Sequence-236-A
Sequence-237-3
Sequence-238-S
Sequence-239-H
Sequence-240-Y
Sequence-241-L
Sequence-242-S
Sequence-243-C
Sequence-244-T
Sequence-245-1
Sequence-246-V
Sequence-247-G
Sequence-248-1I
Sequence-249-1I
Sequence-250-V
Sequence-251-1L
Sequence-252-1I
Sequence-253-V
Sequence-254-1L
Sequence-255-1L
Sequence-256-1
Sequence-257-V
Sequence-258-F
Sequence-259-V
//

oNeoNoNoNoNoNoNoNoBoNoBoNoNoNohoNooBoNolNoNoloNoNoNolBoNoloNoNolNololNoNolNoNolNolNoNolNe]

.071
.080
.076
111
.076
.082
.070
.074
.080
.077
.104
.075
.087
.081
.066
.076
.075
.071
.085
.087
.073
.077
.130
.075
.074
.073
.120
.128
.076
.104
.091
.084
.218
.145
.093
.095
.125
224
.108
.087
.150

oNeoNoNoNoNoNoNoNoBoNoloNoNoNohoNoloBoNolNoNoloNoNoNoBoNoloNoNolNololoNolNoNolNolNoNolNe]

.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.040
.040
.040
.042
.06l
.077
.077
.205
.428
.498
.552
.569
.584
577
.569
.426
.146
.131
.000

oNeoNoNoNoNoNoNoNoBoNoBoNoNoNohoNooBoNolNoNoloNoNoNolBoNoloNeoNolNolNoloNolNoNolNolNoNolNe]

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.146
.218
.292
.312
.331
.322
.321
.206
.000
.000
.000
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TRAIL-R4

Score

MetMES 1.1:f Predicted HES =sighnals in Segquence
| __ 1

Threshold

MH

HMHM
MES Score

N Y, - W .V 9% 1
a 1] 166/ 158 2aa 258 288 258

angenommen. NN = neural network, HMM = hidden Markov model

#Seq-Pos—-Residue

Sequence-1-M

Sequence-2-G

Sequence-3-L

Sequence-4-W

Sequence-5-G

Sequence-6-Q

Sequence-7-S

Sequence-8-V

Sequence-9-P

Sequence-10-T
Sequence-11-A
Sequence-12-S
Sequence-13-S
Sequence-14-A
Sequence-15-R
Sequence-16-A
Sequence-17-G
Sequence-18-R
Sequence-19-Y
Sequence-20-P
Sequence-21-G
Sequence-22-A
Sequence-23-R
Sequence-24-T
Sequence-25-A
Sequence-26-3
Sequence-27-G
Sequence-28-T
Sequence-29-R
Sequence-30-P
Sequence-31-W
Sequence-32-L

eNoNoNoNoNoBoNolNoloNoNoloNoloNoNoNolNolNoNoloNolNolNolBolNololNololNelNe)
F T T T T

Sequence Positian

Abbildung 24: Ermittlung potenzieller NES bei TRAIL-R4

Die Abszisse zeigt die Sequenzposition von TRAIL-R4. Auf der Ordinate ist der Score abgebildet.
Ubersteigt der NES Score den Schwellenwert (Threshold), wird die Beteiligung an einem NES

eNoNoNoNoNolBoNolNoloNoNeoloNoloNoNoNolNolNoNoloNolNolNolBolNololNololNelNo)

eNoNoNoNoNolBoNolNoloBoNoloNoloNoNoNolNoNoNoloNolNolNolBoNololNololNeolNeo)

Predicted
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Sequence-33-L
Sequence-34-D
Sequence-35-P
Sequence-36-K
Sequence-37-1
Sequence-38-L
Sequence-39-K
Sequence-40-F
Sequence-41-V
Sequence-42-V
Sequence-43-F
Sequence-44-1
Sequence-45-V
Sequence-46-A
Sequence-47-V
Sequence-48-1L
Sequence-49-1L
Sequence-50-P
Sequence-51-V
Sequence-52-R
Sequence-53-V
Sequence-54-D
Sequence-55-S
Sequence-56-A
Sequence-57-T
Sequence-58-1I
Sequence-59-P
Sequence-60-R
Sequence-61-0Q
Sequence-62-D
Sequence-63-E
Sequence-64-V
Sequence-65-P
Sequence-66-0Q
Sequence-67-0Q
Sequence-68-T
Sequence-69-V
Sequence-70-A
Sequence-71-P
Sequence-72-0Q
Sequence-73-0Q
Sequence-74-Q
Sequence-75-R
Sequence-76-R
Sequence-77-3
Sequence-78-L
Sequence-79-K
Sequence-80-E
Sequence-81-E
Sequence-82-E
Sequence-83-C
Sequence-84-P
Sequence-85-A
Sequence-86-G
Sequence-87-3
Sequence-88-H
Sequence-89-R
Sequence-90-3
Sequence-91-E
Sequence-92-Y
Sequence-93-T
Sequence-94-G

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNololNoNoNoNoNolNoBoNolBoNoBoNoloNolNoNoNoNeooNoNoloNolBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.089
.078
.151
.079
.205
.143
.082
.191
.119
.194
.088
.102
.089
.078
.110
.116
.101
.083
.077
.085
.178
.0%96
.087
.082
.081
.302
.083
.075
.069
.079
.066
.097
.089
.074
.074
.069
.087
.076
.074
.066
.073
.072
.079
.084
.076
.128
.076
.110
.083
.077
.108
.080
.095
.085
.076
.092
.074
.075
.0%96
.085
.083
.099

eoNoNeoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoBoNoNoNoBoNololNoNoNoNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.291
.291
.291
.299
.319
.378
.379
.380
.373
.379
.241
.228
.056
.049
.055
.053
.056
.027
.028
.024
.024
.015
.015
.015
.015
.015
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoBoNoBoNoloNoloNoloNoNoNoNolNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.005
.014
.059
.127
.126
.150
.137
.166
.005
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-95-A

Sequence-96-C

Sequence-97-N

Sequence-98-P

Sequence-99-C

Sequence-100-T
Sequence-101-E
Sequence-102-G
Sequence-103-V
Sequence-104-D
Sequence-105-Y
Sequence-106-T
Sequence-107-1I
Sequence-108-A
Sequence-109-5
Sequence-110-N
Sequence-111-N
Sequence-112-1L
Sequence-113-P
Sequence-114-S
Sequence-115-C
Sequence-116-L
Sequence-117-L
Sequence-118-C
Sequence-119-T
Sequence-120-V
Sequence-121-C
Sequence-122-K
Sequence-123-3
Sequence-124-G
Sequence-125-0Q
Sequence-126-T
Sequence-127-N
Sequence-128-K
Sequence-129-3
Sequence-130-3
Sequence-131-C
Sequence-132-T
Sequence-133-T
Sequence-134-T
Sequence-135-R
Sequence-136-D
Sequence-137-T
Sequence-138-V
Sequence-139-C
Sequence-140-0Q
Sequence-141-C
Sequence-142-E
Sequence-143-K
Sequence-144-G
Sequence-145-3
Sequence-146-F
Sequence-147-Q
Sequence-148-D
Sequence-149-K
Sequence-150-N
Sequence-151-5
Sequence-152-P
Sequence-153-E
Sequence-154-M
Sequence-155-C
Sequence-156-R

eoNoNoNoNeoNoNoNoNoholoNoNoNoBoNoBoNoRoNoloNoloNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNoloNoNoloNolBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.070
.071
.068
.079
.071
.081
.081
.071
.077
.068
.097
.068
.190
.080
.072
.085
.071
.127
.083
.083
.076
.262
.126
127
.105
.089
.176
.220
.077
.085
.084
.089
.084
.075
.075
.073
.086
.073
.077
.081
.077
.075
.097
.104
.100
.081
.083
.076
.079
.115
.080
.091
.082
.070
.095
.073
.080
.079
.082
.084
.083
.077

eoNoNeoNoNeoNoNoNoNoholNoNoNoNoloNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNoBoNoloNolNoNoNoNeooNoNolRoNolBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoNoNoholNoNoNoNoBoNoBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-157-T
Sequence-158-C
Sequence-159-R
Sequence-160-T
Sequence-161-G
Sequence-162-C
Sequence-163-P
Sequence-164-R
Sequence-165-G
Sequence-166-M
Sequence-167-V
Sequence-168-K
Sequence-169-V
Sequence-170-3
Sequence-171-N
Sequence-172-C
Sequence-173-T
Sequence-174-P
Sequence-175-R
Sequence-176-S
Sequence-177-D
Sequence-178-1
Sequence-179-K
Sequence-180-C
Sequence-181-K
Sequence-182-N
Sequence-183-E
Sequence-184-S
Sequence-185-A
Sequence-186-A
Sequence-187-3
Sequence-188-3
Sequence-189-T
Sequence-190-G
Sequence-191-K
Sequence-192-T
Sequence-193-P
Sequence-194-A
Sequence-195-A
Sequence-196-E
Sequence-197-E
Sequence-198-T
Sequence-199-Vv
Sequence-200-T
Sequence-201-T
Sequence-202-1I
Sequence-203-L
Sequence-204-G
Sequence-205-M
Sequence-206-L
Sequence-207-A
Sequence-208-3
Sequence-209-P
Sequence-210-Y
Sequence-211-H
Sequence-212-Y
Sequence-213-1L
Sequence-214-1
Sequence-215-1I
Sequence-216-1I
Sequence-217-V
Sequence-218-V

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNolBoNoloNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNoNoNoNoNeohoNoNoloNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.086
.100
.088
.108
.094
.086
.076
.073
.079
.070
.089
.080
.085
.073
.083
.087
.066
.087
.071
.073
.070
.114
.069
.141
.086
.073
.0%6
.077
.082
.084
.073
.074
.076
.082
.074
.071
.072
.088
.076
.070
.071
.071
.110
.069
.084
.137
.092
.073
.214
.115
.120
. 637
.070
.139
.107
.100
.228
.077
277
.081
.084
.124

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholNoNoNoNolBoNoNoNoRoNololNoloNolNoNoNoBoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNohoNoNoloNolBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNoRolNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.001
.001
.001
.004
.004
.005
.011
.011
.011
.011
.011
.011
.011
.141
.175
.200
.207
.223
.226

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoNoNoloNoloNoNoNolNoNolNoNoNolBoNolBoNoloNoNoNoNoNeohoNoNoloNoBoNoholNoNoNoNolNoNoNoNoRolNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.274
.000
.000
.000
.000
.010
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-219-1L
Sequence-220-V
Sequence-221-1I
Sequence-222-1
Sequence-223-1L
Sequence-224-A
Sequence-225-V
Sequence-226-V
Sequence-227-V
Sequence-228-V
Sequence-229-G
Sequence-230-F
Sequence-231-S
Sequence-232-C
Sequence-233-R
Sequence-234-K
Sequence-235-K
Sequence-236-F
Sequence-237-1
Sequence-238-S
Sequence-239-Y
Sequence-240-L
Sequence-241-K
Sequence-242-G
Sequence-243-1I
Sequence-244-C
Sequence-245-8
Sequence-246-G
Sequence-247-G
Sequence-248-G
Sequence-249-G
Sequence-250-G
Sequence-251-P
Sequence-252-E
Sequence-253-R
Sequence-254-V
Sequence-255-H
Sequence-256-R
Sequence-257-V
Sequence-258-L
Sequence-259-F
Sequence-260-R
Sequence-261-R
Sequence-262-R
Sequence-263-3
Sequence-264-C
Sequence-265-P
Sequence-266-3
Sequence-267-R
Sequence-268-V
Sequence-269-P
Sequence-270-G
Sequence-271-A
Sequence-272-E
Sequence-273-D
Sequence-274-N
Sequence-275-A
Sequence-276-R
Sequence-277-N
Sequence-278-E
Sequence-279-T
Sequence-280-L

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNooNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNeooNoNoNoNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.124
.083
172
.150
.239
.113
.152
.076
.094
.106
.077
.073
.078
.080
.079
.070
.070
.072
.089
.074
.083
.102
.081
.164
.073
.080
.103
.083
.085
.089
.079
.071
.067
.074
.069
.072
.071
.078
.075
.080
.103
.080
.074
.115
.094
.081
.086
.070
.076
.091
.067
.078
.067
.067
.083
.081
.069
.083
.081
.071
.092
.118

eoNoNoNoNeoNoNoNoNoholNoNoNoNoBoNoBoNoloNoloNoloNoNoNoNoNoNolBoNolBoNoloNolNoNoNoNeoloNoNolRoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNeolNo)

.260
.230
.236
.133
.124
.061
.06l
.031
.029
.008
.002
.002
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eoNoNoNoNeoNoNoNoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoRoNoloNoNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNoNoNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.013
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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Sequence-281-8
Sequence-282-N
Sequence-283-R
Sequence-284-Y
Sequence-285-1L
Sequence-286-Q
Sequence-287-P
Sequence-288-T
Sequence-289-0Q
Sequence-290-V
Sequence-291-8
Sequence-292-E
Sequence-293-0Q
Sequence-294-E
Sequence-295-1I
Sequence-296-0
Sequence-297-G
Sequence-298-0Q
Sequence-299-E
Sequence-300-L
Sequence-301-A
Sequence-302-E
Sequence-303-L
Sequence-304-T
Sequence-305-G
Sequence-306-V
Sequence-307-T
Sequence-308-V
Sequence-309-E
Sequence-310-3
Sequence-311-P
Sequence-312-E
Sequence-313-E
Sequence-314-P
Sequence-315-0Q
Sequence-316-R
Sequence-317-L
Sequence-318-L
Sequence-319-E
Sequence-320-0Q
Sequence-321-A
Sequence-322-E
Sequence-323-A
Sequence-324-E
Sequence-325-G
Sequence-326-C
Sequence-327-Q
Sequence-328-R
Sequence-329-R
Sequence-330-R
Sequence-331-L
Sequence-332-L
Sequence-333-V
Sequence-334-P
Sequence-335-V
Sequence-336-N
Sequence-337-D
Sequence-338-A
Sequence-339-D
Sequence-340-S
Sequence-341-A
Sequence-342-D

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNoloNolBoNoloNoloNoloNoNoNoNoBoNoloNoloNoloNolNoNoNoNooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNoNoNololNololNololNolNo)

.069
.093
.071
.090
.186
.069
.312
.070
.110
.110
.068
.086
.072
.066
.144
.086
.081
.081
.075
.179
.082
.119
.145
.079
.366
.096
.085
.151
.096
.091
.079
.081
.071
.074
.073
.073
.128
.099
.178
.254
.090
.102
.140
.120
.092
.103
.081
.085
.077
.079
.150
.093
.130
.105
121
.100
.087
.088
.074
.089
.081
.078

eoNoNoNoNeoNoNoBoNoholoNoNoNolBoNoBoNoloNoloNolNoNoNoNoNoNoNoloNolBoNoloNolNoNoNoNooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNolNoNolNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.007
.007
.007
.008
.008
.016
.016
.016
.016
.016
.043
.042
.042
.042
.042
.148
.148
.148
.148
.136
.136
.136
.116
.116
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.003
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.007
.011
.016
.017
.011
.011
.011
.011
.011
.011
.011
.011
.011

eoNoNoNoNeoNoNoRoNoholNoNoNoNolBoNoBoNoRoNololNooNolNoNoNolNoNolBoNolBoNoloNoNoNoNoNeooNoNolNoNoBoNohoNoNoNoNoNoNoNoNololNololNololNolNo)

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

96



Sequence-343-1
Sequence-344-S
Sequence-345-T
Sequence-346-1L
Sequence-347-1L
Sequence-348-D
Sequence-349-A
Sequence-350-S
Sequence-351-A
Sequence-352-T
Sequence-353-1L
Sequence-354-E
Sequence-355-E
Sequence-356-G
Sequence-357-H
Sequence-358-A
Sequence-359-K
Sequence-360-E
Sequence-361-T
Sequence-362-1I
Sequence-363-0
Sequence-364-D
Sequence-365-0Q
Sequence-366-L
Sequence-367-V
Sequence-368-G
Sequence-369-S
Sequence-370-E
Sequence-371-K
Sequence-372-L
Sequence-373-F
Sequence-374-Y
Sequence-375-E
Sequence-376-E
Sequence-377-D
Sequence-378-E
Sequence-379-A
Sequence-380-G
Sequence-381-3
Sequence-382-A
Sequence-383-T
Sequence-384-3
Sequence-385-C
Sequence-386-L
//

eNoNeoNoNoNoBoNoololoNololNoloNoNolNoNoNoNoloNoBoNoloNololNoNolNoNoNoNoloNoloNololololNelolNel

.083
.069
.074
.150
.104
.100
.110
.084
.108
.151
.392
.095
.284
.096
.098
.086
.083
.070
.073
.264
.082
.083
.094
.099
.081
.087
.079
.083
127
.230
.086
.174
.077
.085
.095
.087
.103
.084
.073
.096
.074
.070
.099
.095

eNoNeoNoNoNoBoNoNololoNololNoloNoNoNoNoNoNoloNoBoNoBoNololNoNoNoNoNoNoloNoloNololololNelolNel

.014
.013
.014
.049
.121
.120
.120
.120
.120
.120
.124
.123
.123
.123
.123
.123
.123
.123
.123
.124
.015
.015
.015
.015
.001
.001
.001
.001
.001
.001
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

eNoNeoNoNoNoBoNolololoNololNoloNoNoNoNoNoNoloNoBoNoloNololNoNoNoNoNoNoloNoloNololololNelolNel

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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