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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Tumorsuppressorprotein p53 — Funktionen, Bedeutung in der

Tumorentstehung und -behandlung

Krebserkrankungen verzeichnen weltweit seit Jahren ein kontinuierliches Wachstum. Als Ur-
sache hierflir werden neben einer stetig verbesserten Diagnostik vor allem der demographi-
sche Wandel sowie veranderte Umweltbedingungen angesehen. Auch in Deutschland stellen
Krebserkrankungen mit aktuell ca. 500.000 Neuerkrankungen pro Jahr (Zentrum fir Krebsre-
gisterdaten, Robert Koch Institut 2012) eine allgegenwartige Bedrohung dar.

AuBerst bedeutend fiir die kérpereigene Abwehr entarteter Zellen ist das im Jahr 1979 erst-
malig beschriebene Tumorsuppressorprotein 53 (auch als Tp53 oder p53 bezeichnet) 1. Mit
voranschreitender Forschung wurden die herausragenden zellkontrollierenden und
-stabilisierenden Funktionen deutlicher, sodass p53 bereits in den 1990er Jahren den Titel
,Guardian of the Genome*“ erhielt 2. Diese Uberwachung der Genomunversehrtheit beginnt
mit einer Aktivitats- und Expressionszunahme der nicht-mutierten Form des Tumorsuppres-

sors, Wildtyp-p53 (kurz WT p53), bei Auftreten eines neuen Zellschadens 3.

Zellzyklus-

schiden/- Zellularer
DNA-Scha- auffalligkei- Stress
den ten i
Hypoxie

Metaboli-
sche Veran-
derungen

Aktivierung
von Onko-
genen

Aktiviertes
p53

( | Al
DDB,, p33R2, p21,p27,14-3- mTOR, p21, PUMA, NOXA,
GADDA45-q, 3-omega, PAL PML BAX
TRIM22 GADDA45-a ’
(" I Y ( I N ( I Y ( I R
Transienter
DNA-Reparatur Zellzyklusarrest Seneszenz Apoptose 1
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Abbildung 1: Funktionen von WT p53 in Bezug auf multifaktoriell bedingte Zellschadigung. Kommt es auf un-
terschiedlichsten Ebenen zu einer Schadigung von Zellen, wodurch eine fehlerfreie Zellteilung gefahrdet ware,
spielt p53 in seiner tetramerischen Form durch seinen Einfluss als Transkriptionsfaktor auf multiple Gene eine
entscheidende Rolle in der Einddmmung dieses Schadens. Je nach Ausmal} der verlorenen Zellstabilitat, kann p53
zu einem transienten oder irreversiblen Zellzyklusarrest fuhren. Eingeleitete DNA-Reparaturmechanismen fiih-
ren zum ZellGberleben oder bei gravierenderen sowie nicht reparablen Stérungen zur Seneszenz oder Apoptose.
Durch die einleitenden Mechanismen kann einer Malignitatsentwicklung entgegengewirkt oder diese gar verhin-
dert werden. DDB2: DNA damage-binding protein 2; GADD45a: growth arrest and DNA damage-inducible protein
45a; mTOR: mammalian target of rapamycin; p: Phosphorylierung; p53R2: p53-inducible ribonucleotide reduc-
tase small subunit 2-like protein; PAI: plasminogen activator inhibitor; PML: promyelocytic leukaemia; TRIM22:
tripartite motif-containing protein 22

P53 wird in Zellen zwar standig exprimiert, liegt jedoch unter normalen Umstdanden, also ohne
vorliegende Zellgefahrdung im Rahmen zellschadigender Reize, nur in geringer Konzentration
vor. Verantwortlich hierfir ist ein kontinuierlicher Abbau durch seinen wichtigsten negativen
Regulator, dem sog. MDM2 (mouse double minute 2 homolog) *. Dieses kann durch direkte
Bindung an den Aminoterminus von p53 dessen Funktionalitat unterbrechen und ebenso als
E3-Ubiquitin-Ligase Gber Ubiquitinierung seine proteolytische Degradierung katalysieren. Der
Abbau erfolgt sodann im Proteasom der Zelle. Die Expression von MDM2 selbst wird wiede-
rum durch p53 induziert °>. Zusammenfassend ist dieser Vorgang als autoregulatorische Riick-
kopplungsschleife zu beschreiben, um die Konzentration an p53 bei Abwesenheit von zellula-

rem Stress niedrig zu halten ®.
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DNA damage
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Abbildung 2: Regulation von p53 durch MDM2 (Moll & Oleksi, Molecular Cancer Research, 2003). Zwischen
p53 und MDM2 besteht eine autoregulatorische Rickkopplungsschleife. P53 induziert die Expression von
MDM2. MDM2 wiederum inhibiert bei Unversehrtheit der Zelle die Aktivitdt von p53, indem es dessen Degrada-
tion im Kern und Zytoplasma bedingt. Die Aktivitdt von p53 als Transkriptionsfaktor ist damit blockiert und der
Transport aus dem Kern wird gefordert. Kommt es zur Zellschddigung, wird p53 durch Phosphorylierung aktiviert,
eine Interaktion zwischen p53 und MDM2 hiermit, oder aber auch durch Aktivierung von ARF-Proteinen und
folglich einer Sequestrierung in den Nucleolus, unterbunden.

Liegt nun eine der beschriebenen Situationen vor, in denen p53 in seine aktive Form tiberfiihrt
werden muss, kommt es zur posttranslationalen Modifizierung in Form von u.a. Acetylierung,
Glykosylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Ribosylierung und Konformationsande-
rung 3. Durch Phosphorylierung von p53 wird die Komplexbildung mit MDM2 verhindert, so-
dass der Tumorsuppressor in der Zelle akkumuliert und nicht abgebaut wird .

Ebenso kann eine Aktivierung durch den Einfluss von p14RF (ARF: alternative reading frame,
alternatives Genprodukt des CDKN2A-Locus) erreicht werden. Dieses bindet an den MDM2-
/p53-Komplex und verhindert deren Interaktion sowie den normalen Ablauf des Abbaus 2°.
Aktiviertes WT p53 kann als Transkriptionsfaktor an , p53-responsive-elements” in den Pro-

motorregionen einer Grol3zahl seiner Zielgene binden und deren Transkription anregen oder
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hemmen. Diese regulierten Gene veranlassen daraufhin das Einleiten von DNA-Reparaturme-
chanismen, den reversiblen oder irreversiblen Zellzyklusstopp sowie den programmierten
Zelltod. Welches dieser Programme letztlich ablauft, wird durch den Schweregrad des jewei-
ligen Schadens, der vorliegenden Zellstabilitit und den Zelltyp bestimmt 0. Der Zellzyk-
lusstopp wird vor allem {iber eine gesteigerte Genexpression von p21 (Synonym: p21WAF1/CIP1
bzw. cyclin-dependent kinase inhibitor 1) erreicht. Uber eine Hemmung von CDK-Cyclin-Kom-
plexen (genauer: Cyclin-E/CDK2-, Cyclin-D/CDK4, 6-Komplexen) bleibt ein weiterer Tumorsup-
pressor mit zellzyklusregulierenden Eigenschaften, das Retinoblastom-Protein, an dem Tran-
skriptionsfaktor E2F gebunden, sodass es zu einem Stillstand des Zellzyklus mit einer Unter-
brechung des Ubergangs von der Gi- (Gap-1-) zur S- (Synthese-) Phase sowie von der G- (Gap-
2) Phase zur Mitose kommt. Eine DNA-Replikation findet, solange die Reparaturmechanismen
anhalten, somit nicht mehr statt, wodurch sich die mit mutierter DNA geschadigten Zellen
nicht weiter vermehren 1. Weiterhin ist bekannt, dass es auch zu einem irreversiblen Zellzyk-
lusstopp kommen kann. Demnach gehen die Zellen nach dem Ablauf der DNA-Reparatur in
den Status der Seneszenz tiber 2. Ist der Zellschaden nun zu gravierend oder die DNA-Repa-
ratur nicht ausreichend, leitet WT p53 durch direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen den
programmierten Zelltod ein 3, Es kdnnen hierbei sowohl ein intrinsischer oder mitochondria-
ler als auch ein extrinsischer (Todesrezeptoren-getriggerter) Weg unterschieden werden. In
die Mitochondrien verlagertes p53 kann die Expression von Apoptose-fordernden Proteinen
der Bcl-2-Familie wie z.B. Bax steigern, sodass die Kaskade des intrinsischen Zelltodprogramms
ausgeldst wird. Bax flhrt zu einer Permeabilisierung der Mitochondrienmembran, wodurch
Cytochrom C in das Zytosol freigesetzt wird. Dieses formt sodann mit APAF-1 (apoptotic pro-
tease-activating factor 1) und der Procaspase-9 einen als Apoptosom bezeichneten Komplex.
Die im Folgenden autolytisch aktivierte Caspase-9 sorgt wiederum fiir die Aktivierung der Ef-
fektorcaspasen 3, 6 und 7, die Zellproteine spalten und somit zum Zelluntergang fiihren 14,
Der zweite, extrinsische Weg kann seitens p53 auf zwei verschiedene Weisen ausgeldst wer-
den, wobei nur der fiir die vorliegende Arbeit relevante, liber Ligandenbindung an sog. Todes-
rezeptoren ausgeloste Weg erldutert wird. Es ist bekannt, dass TRAIL-R 1 und -2 (TNF-related-
apoptosis-inducing-ligand receptor 1 und 2) bei gravierendem Zellschaden von aktiviertem
p53 hochreguliert werden kdnnen > Hierauf wird im Kapitel 1.2 ,Der TRAIL-induzierte

apoptotische Signalweg” nochmals eingegangen.
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Anhand der Bedeutung der beschriebenen Mechanismen fiir die Zellstabilitat und -integritat
ist es wenig verwunderlich, dass es bei einem gestorten Ablauf dieser Funktionen zu fatalen
Folgen kommen kann. So ist seit 1969 das sogenannte , Li-Fraumeni-Syndrom“ bekannt: eine
autosomal-dominant vererbte Mutation des Tumorsuppressorgens p53, welches mit bereits
in friihen Lebensjahren gehduftem Auftreten von Krebsentitaten einhergeht 718,

Zusatzlich ist erforscht, dass in den meisten (>50%) menschlichen Tumoren eine mutierte Va-
riante des p53-Gens vorliegt *°. Am hiufigsten zeigen sich hierunter ,,Missense-Mutationen
innerhalb der DNA-Bindungsdomane, die dazu flihren, dass es durch einen Austausch einer
Aminosaure zur Destabilisierung des Proteins oder aber zum vollstandigen Funktionsverlust
kommt. Das inaktive p53 ist nicht mehr in der Lage an die DNA der Zielgene zu binden und
verliert damit seine Funktion als Transkriptionsfaktor und Tumorsuppressor &2°, Geschadigte,
potentiell maligne Zellen werden daher nicht mehr den Reparaturmechanismen oder der Eli-
minierung zugefiihrt. Des Weiteren erklart sich hierdurch auch, dass bei einer vorliegenden
p53-Mutation Radio- oder Chemotherapien weniger effektiv bzw. die Zellen ganzlich thera-
pieresistent werden, da die durch die Therapie veranderten Zellen nicht in das Apoptosepro-
gramm eingeschleust werden kdnnen 2122, Eine potentiell ungehinderte Proliferation von ma-
lignen Zellen und zugleich wesentlich schlechtere Prognose bei bereits vorliegender Tumorer-
krankung sind somit Folgen der p53-Genmutation 2324,

Neben dem eigentlichen Funktionsverlust, besteht die Moglichkeit, dass p53 auch neue, on-
kogene Eigenschaften hinzugewinnt. Dies wird auch als ,Gain-of-function“~-Mutation bezeich-
net 2°. Unter anderem wurde herausgefunden, dass mutiertes p53 einerseits die Expression
von NFkB (nuclear factor kappa B) hochreguliert als auch dessen Antwort auf TNF- (Tumor-
nekrosefaktor-) a in Tumorzellen verlangert und somit den Entartungsprozess aufgrund von
chronischer Inflammation fordert 2°. Als weiteres Beispiel sei die Beeinflussung der Angioge-
nese genannt, die liber eine Aktivierung des VEGF- (Vascular endothelial growth factor-) Pa-
thways zur Besserung der Tumorversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen fiihrt, wodurch
folglich dessen Wachstum vorangetrieben wird 2’. Dies geschieht einerseits Gber indirekte Re-
pression der VEGF-Expression durch Interaktion und Inhibition der Transkriptionsfaktoren SP1
(specificity protein 1) oder E2F 282°, Andererseits kann p53 in der Friihphase von Hypoxie die
Degradierung des Transkriptionsfaktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) férdern 39, Dieser
reguliert die Sauerstoffversorgung der Zelle und wird, vergleichbar mit p53, bei Normoxie bzw.

Unversehrtheit der Zelle in seiner Konzentration durch Hydroxilierung niedrig gehalten. Bei
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Hypoxie ist dieser Abbau gehemmt, sodass eine Stabilisierung von HIF-a erfolgt. Dieser kann
sodann Gene aktivieren, welche zur Anpassung der Zelle an die mangelnde Sauerstoffversor-
gung fiihren 3%, Letztlich verliert WT p53 durch diese Mutationen seine Funktionen und die
Grundsteine maligner Entartung werden beglinstigt: Vererbung von beschadigtem Erbgut, un-
gehemmte Zellproliferation, Angiogenese, Verlust der Zellstabilitat und -integritat sowie da-

mit einhergehende mogliche Metastasierung.
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Abbildung 3: Ausgewdhlte Eigenschaften von mutiertem p53 und dessen zugrundeliegende Mechanismen
(Brosh & Rotter, Nature Reviews Cancer, 2009). Beispielhaft aufgezeichnet sind einige p53-GOF-Mutationen.
Der duRerste Kreis zeigt die zugrunde liegenden Mechanismen, die zu den onkogenen Funktionen von mutiertem
p53 fiihren. Die mit Pfeilen versehene Kreisumrandung deutet an, dass der innere Kreis variabel zu platzieren ist:
die Folgen wie Therapieresistenz oder vermehrte Proliferation sind also nicht auf einen bestimmten Mechanis-
mus zurlckzufiihren, sondern kdnnen durch jeden einzelnen der hier aufgezeigten ausgelést werden.

P53 muss allerdings nicht direkt von Verdanderungen betroffen sein, um in seinen Funktionen
eingeschrankt zu sein. So konnte gezeigt werden, dass das MDM2-Protein in vielen Tumoren
Uberexprimiert vorliegt und durch den damit permanent ablaufenden Abbau von p53 dessen
Level niedrig halt. Auch hierdurch kann p53 seine Funktionen nur stark abgeschwacht bis gar

nicht ausfiihren 32, P53 ist auch nach Gber 30 Jahren eines der attraktivsten Forschungsziele,
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nicht zuletzt aufgrund der prozentualen Haufigkeit an auftretenden Mutationen in einer Viel-
zahl von Tumoren. Die komplexen Verwicklungen in viele molekulare Bahnen sowie auftre-
tende Therapieresistenzen fordern eine weitere Detektion von Interaktionspartnern, Einfluss-

faktoren oder -wegen, um bestmdogliche Therapiestrategien entwickeln zu kénnen.

1.2 TRAIL und seine Rezeptoren

Der zu den Zytokinen zahlende Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
,TRAIL", ein Typ-ll-Transmembranprotein, wurde erstmals 1995 beschrieben und wird groR-
tenteils von Zellen des Immunsystems exprimiert 33. Eine seiner bedeutendsten Eigenschaften
ist die Fahigkeit den programmierten Zelltod (Apoptose) auszuldsen 3*. Die der TNF-Superfa-
milie angehdérenden Zellmembran-gebundenen TRAIL-R1 und R2 sind sogenannte Todesre-
zeptoren, die nach Aktivierung durch Bindung von TRAIL sowohl apoptotische als auch nicht-
apoptotische Signale, wie Inflammation oder Invasion, induzieren kénnen 3. Die Rezeptoren
gehoren zu den Typ-I-Transmembranproteinen und besitzen eine zytoplasmatische Todesdo-
méane, mittels derer sie die Apoptosesignalkaskade einleiten kénnen 38, Dariiber hinaus sind
die beiden ebenfalls membranstdndig vorliegenden TRAIL-R3 und R4 (auch , Decoy-Rezepto-
ren”) sowie der I8sliche Rezeptor Osteoprotegerin (OPG) bekannt 37. Den Decoy-Rezeptoren
ist gemeinsam, dass sie aufgrund einer fehlenden zytoplasmatischen (TRAIL-R3) bzw. trunkier-
ten (TRAIL-R4) Todesdomane zwar TRAIL anlocken und binden kénnen, jedoch entgegen
TRAIL-R1 und -R2 nicht dazu befihigt sind, den programmierten Zelltod auszuldsen 3839, Da
die Decoy-Rezeptoren mit den anderen Rezeptoren ebenfalls um eine Ligandenbindung von
TRAIL konkurrieren, fiihrt dies v.a. bei ihrer Uberexpression zu einer indirekten, kompetitiven
Apoptosehemmung 9. OPG kann neben TRAIL mit deutlich héherer Affinitdt RANKL binden
und spielt eine Rolle in der Osteoklastenregulation des Knochenstoffwechsels #*. Die Auswir-
kung der TRAIL-Interaktion ist bisher nicht ausreichend geklart, da eine Bindung bei physiolo-

gischen Temperaturen nur schwach zustande kommt 42,
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Abbildung 4: Ubersicht der bekannten, beim Menschen vorkommenden TRAIL-Rezeptoren (Lemke et al., Cell
Death and Differentiation, 2014). Dargestellt sind die beim Menschen beschriebenen Todesrezeptoren, an die
der Ligand TRAIL binden kann. Hierunter befinden sich vier membrangebundene Rezeptoren sowie ein 16slicher.
Uber ihre Todesdomane sind die TRAIL-R1 (auch: DR4) und -R2 (auch: DR5) zur Apoptoseinduktion fahig. Im Ge-
gensatz dazu stehen die TRAIL-R3 (auch: DcR1) und -R4 (auch DcR2), die aufgrund einer fehlenden intrazellularen
(TRAIL-R3) oder trunkierten (TRAIL-R4) Todesdoméne zwar ihren Liganden binden, aber kein Apoptoseprogramm
auslosen kénnen. Als Rezeptor fiir RANKL ist Osteoprotegerin bekannt, der vor allem in der Osteoklastenregula-
tion eine bedeutende Rolle spielt. Aufgrund seiner unter physiologischen Temperaturbedingungen lediglich
schwachen Affinitat zu TRAIL, bleibt die Relevanz dieser Interaktion vorerst unklar.

1.3 Der TRAIL-induzierte apoptotische Signalweg

Die Einleitung des programmierten Zelltods beginnt mit der Bindung von trimerisierten TRAIL
an einen der Todesrezeptoren, woraufhin es zu einer Trimerisierung der Rezeptoren und einer
anschlieBenden Bildung zu Homo- oder Heterokomplexen kommt #3. Uber die so entstande-
nen geclusterten Todesdoméanen kann das Adaptorprotein FADD (Fas-associated protein via
death domain) rekrutiert werden. Zusammen mit den Todesrezeptoren sowie den Initiator-
caspasen 8 und 10 wird der sogenannten DISC (death-inducing signalling complex) gebildet 44,
Innerhalb des DISC kommt es durch Spaltung der Procaspase 8 zur Aktivierung der Caspase 8,
die ihrerseits direkt eine Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 verursachen kann %°. Bei
Zellen, die den beschriebenen Zelltod einleiten, spricht man von , Typ-I-Zellen“. In ,, Typ-Il-Zel-
len” ist aktivierte Caspase 8 nicht in ausreichender Menge vorhanden, um die Effektorcaspa-
sen zu aktivieren #®. Hierbei wird der intrinsische Weg des programmierten Zelltods ausge-
flihrt, bei dem Caspase-8 das der Bcl-2-Familie angehorige pro-apoptotische Protein Bid spal-
tet, woraufhin dieses in die Mitochondrienmembran transloziert. Mittels Interaktion mit den

ebenfalls pro-apoptotischen Regulatorproteinen Bax und Bak kommt es zur Permeabilisierung
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der Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von Cytochrom C #4748, Im Zytoplasma bindet
Cytochrom C an das Adaptorprotein Apafl und formt hierdurch das Apoptosom, welches die
Caspase-9 aktiviert und letztlich tGber eine Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 zur

Apoptose fihrt 4°,

1.4 TRAIL-induzierte nicht-apoptotische Signalwege

Neben der Induktion des programmierten Zelltods ist bekannt, dass TRAIL ebenfalls Giber seine
Rezeptoren 1 und 2 nicht-apoptotische Signalwege aktivieren kann. Durch die Expression pro-
inflammatorischer, migrations- und invasionsfordernder Proteine resultieren diese Wege in
der Férderung maligner Tumorprogression *°. TRAIL fiihrt u.a. zu einer Aktivierung von NFkB,
Src, PKB (Proteinkinase B)/Akt, PKC (Proteinkinase C), MAP- (mitogen-activated-protein-) Kina-
sen wie p38, ERK1/2 (extracellular-signal-regulated-kinase 1/2) oder INK (c-Jun N-terminal
kinase) °1>2. Diese kdnnen ihrerseits z.B. (iber eine Hemmung apoptoseférdernder Proteine
wie Bid sowie liber eine Hochregulation proinflammatorischer, apoptosehemmender Prote-
ine wie cFLIP (cellular FLICE inhibitory protein), IAP (inhibitor of apoptosis proteins) oder Bcl-
xL (B-cell lymphoma-extra large) den programmierten Zelltod verhindern °3. Des Weiteren
konnte fir hamatopoetische sowie Pankreasadenokarzinomzellen gezeigt werden, dass z.B.
eine Aktivierung von NFkB sowie der Proteinkinase C (PKC) zu einer Resistenz der Tumorzellen
gegeniiber TRAIL-ausgeléster Apoptose fiihrt >#>°, In vivo wurde eine Zunahme der Tumorma-
lignitat sowie die damit von TRAIL verursachten, kanzerogenen Effekte anhand einer TRAIL-
Behandlung von immundefizienten, mittels Pankreasadenokarzinomzellen behandelter
Miuse bestatigt. Hier zeigte sich eine vermehrte Metastasierungsrate °°.

Neuerdings ist bekannt, dass es neben der Apoptose auch einen weiteren Weg des program-
mierten Zelltodes, die programmierte Nekrose, gibt. Es wurde gezeigt, dass TRAIL diesen als
Nekroptose bezeichneten Mechanismus in Tumorzellen ebenfalls ausldésen kann >’. Nach Lig-
andenbindung an die TRAIL-Rezeptoren kommt es Caspase-unabhangig und tiber das Nekro-
som, welches aus einem Komplex der beiden Kinasen RIP 1 und RIP 3 (Receptor-interacting
protein 1 und 3) besteht, tiber die Aktivierung der Pseudokinase MLKL (Mixed lineage kinase
domain-like protein) zu einer regulierten Nekrose, bei der es zu einem Verlust der Integritat
der Zellmembran kommt °8°°, Einen wichtigen Einfluss hat die Nekroptose auf das Entziin-

dungsgeschehen und das Immunsystem ©°.
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Abbildung 5: TRAIL-induzierte apoptotische und nicht-apoptotische Signalwege (Bertsch et al., 2014). Aufge-
zeigt sind die TRAIL-induzierten Funktionen der plasmamembranstandigen TRAIL-Rezeptoren 1 und 2. Die ge-
nauen Ablaufe sind dem Textabschnitt 1.4 zu entnehmen. Akt: Protein Kinase B; Bid: BH3 interacting-domain
death agonist; FADD: Fas-associated protein with death domain; MAPKs: Mitogen-activated protein kinases; PKC:
Proteinkinase C; RIP1 oder 3: Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 oder 3; Src: Tyrosinkinase
Src

1.5 Funktionen des nukledaren TRAIL-R2

Bisher lag das Hauptaugenmerk der Forschung im Bereich der TRAIL-Rezeptoren auf deren
Funktionen bei einer vorliegenden Expression auf der Plasmamembran, wenn auch das Vor-
kommen im Zytoplasma oder Zellkern bereits beschrieben wurde 6. Interessanterweise zeigt
allerdings eine Mehrzahl von Tumoren stark erhéhte intrazelluldre und intranukledare Mengen
an TRAIL-R1 und/oder -R2 — ein Aspekt, der hdufig mit einer schlechten Prognose fuir Krebs-
patienten als auch mit einer Resistenz gegeniiber der TRAIL-induzierten Apoptose einhergeht
61-63 Dije Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Anna Trauzold konnte eine pro-tumorale Funk-
tion des nukledren TRAIL-R2 zeigen. Sofern im Zellkern vorhanden, interagiert TRAIL-R2 durch

direkte Protein-Protein-Wechselwirkungen mit Proteinen, die entscheidende Regulatoren des
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Mikroprozessorkomplexes darstellen und hemmt dariiber ligandenunabhangig die Prozessie-
rung der zu den miRNAs gehorenden let-7-Familie. Infolge der erniedrigten let-7-Level resul-
tiert eine gesteigerte Expression seiner pro-tumoralen Targetproteine wie HMGA2 und
LIN28b, die nachfolgend (iber Proliferationssteigerung sowie De-Differenzierung der Tumor-

zellen zu einer malignen Progression beitragen %49,
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Abbildung 6: Ubersicht der Funktionen von nukleirem TRAIL-R2 (Bertsch et al., 2014). Dargestellt ist die Inter-
aktion zwischen TRAIL-R2 und den Proteinen des Mikroprozessorkomplexes im Zellkern. Uber diese Interaktion
wird die Reifung (Maturation) der let-7-miRNA gehemmt. Als Resultat dieser Hemmung kommt es letztlich zu
einer vermehrten Expression der let-7-Targets und damit einhergehend einer Tumorprogression.

1.6 Mikro-RNAs und deren Biogenese

Bei Mikro-RNAs (miRNAs) handelt es sich um kleine, nicht-kodierende RNA-Molekiile, die eine
wichtige Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression besitzen. Sie binden
ihre komplementare Ziel-Messenger-RNA (mRNA) und hemmen dann entweder deren Trans-

lation oder fiihren zu deren Degradation %68, Es wird angenommen, dass mind. 30 % der
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menschlichen Gene durch miRNAs reguliert werden ®°, wovon jede fiir sich, bei einer geschétz-
ten Gesamtheit von tiber 2500 miRNAs (Daten aus dem Jahr 2019, 79, die Expression mehrerer
Zielgene gleichzeitig steuern kann 7. Von Bedeutung sind miRNAs vor allem bei Prozessen, die
einen Einfluss auf die Entwicklung, Zellldifferenzierung und -proliferation sowie den program-
mierten Zelltod nehmen 72, Auch wenn viele ihrer biologischen Effekte noch nicht weiterge-
hend erforscht sind, gibt es viele Hinweise, dass miRNAs auch an der Entstehung von Krank-
heiten, wie Krebs oder Stoffwechselstorungen, beteiligt sind. Z.B. wurden dysregulierte
miRNA-Expressionen in verschiedenen Krebsentitdten gefunden. Diese in Zusammenhang
mit Krebs stehende miRNAs nennt man auch ,,oncogenic miRNAs“ (oncomiRs) 73776,

Die Synthese von miRNAs beginnt im Zellkern mit der Transkription zu einer primary miRNA
(pri-miRNA). Diese wird durch den Mikroprozessor, bestehend aus dem Klasse-1I-RNAse-En-
zym ,,Drosha“ zusammen mit dem RNA-bindenden Protein DGCR8/Pasha sowie weiteren ak-
zessorischen Proteinen, u.a. p68, hnRNP1a, NF45 und NF90/110, zu einer precursor miRNA
(pre-miRNA) prozessiert /778, Als ndchster Schritt erfolgt der Export vom Zellkern in das Zyto-
plasma mittels Exportin-5 (EXP-5) 7%, wo die Maturierung anhand des RISC (RNA-induced silen-
cing complex) fortgesetzt wird. Dieses besteht aus dem Klasse-1lI-RNAse-Enzym ,Dicer” sowie
den Proteinen PACT, Argonaut 2, TRBP und GW182, die aus der pre-miRNA die reife, funkti-
onsfahige miRNA produzieren #. Zuletzt sei aufgefuhrt, dass WT p53 einen immensen regula-
torischen Einfluss auf die Expression von miRNAs hat. Zum einen nutzt p53 in diesen Fallen
seine Eigenschaften als Transkriptionsfaktor, indem es die Expression von miRNA-Genen re-
guliert, zum anderen beeinflusst es die miRNA-Reifung durch direkte Interaktion mit der RNA-

Helikase p68 des Mikroprozessorkomplexes &',
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Abbildung 7: Entstehung der Micro-RNAs (Hohenstein et. al., 2015). Dargestellt ist die Prozessierung von miR-
NAs sowie deren Funktionsmechanismen. Im Kern erfolgt die Transkription der fiir die primary miRNA kodieren-
den Gene durch die Polymerase Il sowie die weitere Prozessierung zur precursor miRNA durch den Mikropro-
zessorkomplex. Via Exportin-5 erfolgt der Transport vom Zellkern in das Zytoplasma, wo die pre-miRNA durch
die RNAse Dicer und TRBP gespalten wird. Es entstehen zwei einzelstrdngige miRNAs, von denen der funktionale
Strang an Argonaute 2 (Ago2) und damit an den RISC bindet und anschliefend zur Ziel-Messenger-RNA geleitet
wird. Der nicht funktionale Strang wird degradiert.

1.7 Micro-RNAs und epidermale-mesenchymale Transition

Epidermale-mesenchymale Transition (EMT) stellt einen entscheidenden Prozess im Rahmen
embryologische Entwicklungs- sowie Wundheilungsprozesse aber auch Fibrosierung und ma-
ligner Entartung dar 8. Epitheliale Zellen verlieren bei diesem Vorgang nach und nach ihre
epithelialen Eigenschaften als auch Zellpolaritat und gehen zu einem mesenchymalen Phano-
typ lber. Dies geschieht liber Herunterregulation von Proteinen wie E-cadherin, a-, B- sowie
y-catenin, sodass die Zell-Zell-Kontakte aufgeldst werden und sich die Zellen aus ihrem Zell-
Zell-Verband l6sen konnen. Durch Erlangen mesenchymaler Eigenschaften werden die Zellen
mobiler, konnen das Zytoskelett reorganisieren und in umliegende Gewebe sowie Lymph- o-

der BlutgefiaRe einwandern 2. Dieses Programm geht einher mit einer Heraufregulation von
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mesenchymalen Proteinen, wie Fibronektin, Vimentin oder N-cadherin. Wichtige Induktoren
der EMT sind die Transkriptionsfaktoren wie Twist, Snail1/2 und die ZEB-Familie 8. Der Pro-
zess der EMT ist umkehrbar, sodass mesenchymale Zellen wieder epitheliale Eigenschaften
erlangen (mesenchymal to epithelial transition = MET). Generell ist bekannt, dass diese Vor-
gange, wie eingangs erwahnt, wichtig flir Embryogenese und Zellentwicklung sind. Jedoch
wurde zunehmend bekannt, dass beide Wege, EMT als auch MET, eine wichtige Rolle bei Tu-
morentstehung als auch -progression spielen 886 EMT verhilft zur Zelldissemination und Er-
langung von stammzellhaften Eigenschaften 87, wiahrend der umgekehrte Ablauf der MET ei-
nen entscheidenden Einfluss auf die Krebszellen-Re-Differenzierung sowie das Ansiedeln von

Metastasen zu haben scheint 88.

miRNAs:
miR-103/107,
miR-181a, miR-9
g . : ' EMT-TFs:
Simsliag patiaiis: Proc Snalfz, —_SANCeT
Notch WNT ZEB1/2, Twist1 stemness
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+ Cell polarity *  Motility
+ Cell adhesion * Invasion
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Abbildung 8: Erlauterung des Ablaufs sowie der Einflussfaktoren von MET und EMT (Liao und Yang, 2017). Nach
Einwirken verschiedener Trigger, kdnnen Zellen von einem epithelialen zu einem mesenchymalen Phanotyp
Ubergehen. Dies geht einher mit einer Suppression von epithelialen und Hochregulation von mesenchymalen
Markern. Dadurch erlangen die Zellen die Moglichkeit sich aus ihrem Zellverband zu I6sen, migrieren und u.a.
stammzellhafte Eigenschaften zu gewinnen. Dieses Programm kann auch andersherum ablaufen, was sich in ei-
nem Ubergang von einem mesenchymalen zu einem epithelialen Phinotyp duRert.

14



Einleitung

Die beiden Prozesse stehen unter dem Einfluss verschiedener aktivierter Tanskriptionsfakto-
ren, wie z.B. Id1, OVOL1/2 sowie miRNAS. Von besonderem Interesse, auch fir die vorliegende
Arbeit, sind zwei regulatorische Netzwerke, welche miR34-SNAI1 and miR200-ZEB1 umfassen.
Im Folgenden wird auf die miR200-ZEB1-Achse eingegangen. Es besteht eine doppelte nega-
tive Feedbackschleife zwischen der miR200-Familie ((miR-200a, -200b, -200c, -141 und-429)
und ZEB1 sowie -2. Zinc-Finger E-Box-binding homebox Proteine 1 und 2 spielen eine wichtige
Rolle in der Tumorentstehung und -progression 8 und werden ihrerseits durch Mediatoren
wie TGF-B (transforming growth factor beta) oder TNF-a (tumor necrosis factor alpha) akti-
viert &, Es konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten von ZEB-1 und -2 zu einer gesteigerten
Expression der miR200-Mitglieder fuhrt, wahrend ZEB-Familienmitglieder einen hemmenden
Einfluss auf die Transkription der miR200 nehmen °°. Demnach hingt die Zellstabilitat in die-
sem Konstrukt von der jeweilig aktivierten Sdule ab: hochregulierte ZEB-Molekiile fiihren iber
eine Hemmung der miR200-Familie zu einem mesenchymalen Phanotyp, der zur Migration
und Differenzierung befahigt ist, wahrend hochregulierte miR200-Familienmitglieder genau
das Gegenteil erreichen und repressiv auf die EMT wirken °1=3 Die Funktionen von p53 in die-

sem Netzwerks wird an anderer Stelle besprochen.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der negativen Feedbackschleife zwischen miR200-Familie und ZEB (S.
und T. Brabletz, 2010). Dargestellt ist die gegenseitige Expressionsblockade von ZEB und miR200. ZEB-Faktoren
konnen hierbei auf transkriptioneller Ebene die Gene der miR-200-Familie unterdriicken, wahrend die miR-200-
Faktoren ZEB auf post-transkriptioneller Enene hemmen kénnen. Dadurch kommt es entweder zur Aktivierung
der mesenchymalen zu epithelialen Transition (MET) oder zum reversen Programm, der epithelialen zu mesen-
chymalen Transition (EMT). miR: microRNA, TGF-8: transforming growth factor beta, TNF-a: tumor necrosis fac-
tor alpha, ZEB: zinc-finger enhancer binding.

1.8 Die Bedeutung von TRAIL und TRAIL-R fiir die antitumorale Therapie

Es wurde herausgefunden, dass TRAIL seine Signalkaskade praferenziell in Tumorzellen indu-
ziert und auf gesunde Zellen bei einer systemischen Applikation keinerlei toxische Effekte aus-
ubt %% Aufgrund dieser Selektivitat kam es zur vielversprechenden Entwicklung von rekom-
binantem Trail sowie agonistischer TRAIL-R1/-R2-spezifischer Antikdrper °4-°¢, Diese galten als
herausragender Therapieansatz, da dadurch in der Theorie maligne Zellen - hierunter auch
solche mit vorliegender p53-Mutation - dem programmierten Zelltod zugefiihrt werden ohne
weitere systemische Toxizitdt auszulosen, wie es fiir andere Todesliganden (z.B. CD95L, TNF-
a) bekannt ist °’. Problematisch wurde dabei jedoch die Tatsache, dass zahlreiche Tumorzellen
Resistenzen gegenliber TRAIL entwickelten %8°°, Diese Resistenzlage fiihrt nicht nur zu einer
generellen Unwirksamkeit der eingesetzten Therapie sondern lber die vermehrte Aktivierung
nicht-apoptotischer, proinflammatorischer sowie invasionsférdernder Signalwege sogar zu ei-
ner Progression von Zellentartung °%'%, Dennoch scheint dieser therapeutische Ansatz nach
wie vor sinnvoll, da sowohl TRAIL-Rezeptoren in entarteten Geweben vermehrt exprimiert
werden und somit von Vorteil fiir die Tumorzellen zu sein scheinen als auch deren vermehrte
Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht 10l Das gezielte Einleiten der
Apoptose stellt zudem eine Moglichkeit dar, nicht nur den Progress aufzuhalten, sondern die
Krebserkrankung zu heilen. Hieraus leitet sich die Notwendigkeit ab, die weitreichenden Funk-
tionen von TRAIL und dessen Rezeptoren besser zu verstehen, um eine gezielte und erfolgver-

sprechende Therapiemethode entwickeln zu kdnnen.
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1.9 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Die bisher beschriebenen weitreichenden Funktionen von WT p53 sowie die teils noch nicht
genau verstandenen, deutlich gegensatzlichen, zellkompartimentabhangigen Funktionen der
TRAIL-Rezeptoren bieten ein interessantes Feld fiur die Erforschung komplexer Tumorbiologie.
Mehrere im Vorwege dargestellte Uberschneidungspunkte zwischen WT p53 und TRAIL-R2
deuten darauf hin, dass sich diese beiden zentralen Regulatorproteine auf unterschiedlichen
Wegen beeinflussen kdnnten. So wird angenommen, dass durch antitumorale Behandlungen
aktiviertes WT p53 als transkriptioneller Regulator zu einer erhéhten Menge an plasmamemb-
rangebundenem und nukledarem TRAIL-R2 fiihrt. In vielen Krebsentitaten ist der TRAIL-R2 be-
reits hochreguliert, sodass eine antitumorale Therapie Uber eine Aktivierung von p53 zu einer
weiteren Steigerung des TRAIL-R2 fihrt. Zudem gibt es Hinweise durch eigene Vorarbeiten,
dass p53 und TRAIL-R2 im Zellkern aneinander gebunden vorliegen. Ihre Wechselbeziehung
wird durch eine jeweilige Interaktion mit Proteinen des Mikroprozessorkomplexes als miRNA-
Regulatoren zusatzlich erweitert. Wie bereits dargestellt, haben sowohl WT p53 als auch
TRAIL-R2 jeweils fiir sich genommen eine entscheidende Bedeutung in der Tumorbiologie. Zu-
sammengenommen ist umso bedeutender herauszufinden, inwieweit sich diese einzelnen
Funktionen blockieren oder unterstitzen kdnnen. Durch Untersuchungen soll das Verstandnis
der Pathophysiologie der Tumorentstehung als auch -progression erweitert werden und eine
Moglichkeit bieten, zur Entwicklung neuer Strategien in der onkologischen Therapie beizutra-

gen.

Im Rahmen der folgenden Arbeit werden folgende Fragestellungen bearbeitet:

— Wie ist die intrazellularen Distribution von p53 und TRAIL-R2? Gibt es eine nukledre
Kolokalisation der beiden Proteine?

— Beeinflusst der TRAIL-R2 p53 in seinen Funktionen als Transkriptionsfaktor und wirkt
sich dadurch indirekt auf dessen regulierte Signalwege und Zielproteine aus?

— Inwieweit beeinflusst der TRAIL-R2 p53 in seinen Funktionen als Regulator von micro-

RNA
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Material und Methoden

2.1 Material

Im Folgenden werden samtliche verwendete Zelllinien, Losungen, Puffer, Kits, Antikdrper, Ge-

ratschaften sowie Gbrige Materialien aufgelistet.

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete Zelllinie

Zelllinie Ursprung Erstbeschreiber
Immortalisierte humane Tumorzellen des kolorekta-
len Karzinoms (p53-knockout-Zellen durch Muta- | Brattain et al. 192
genese generiert)
Anmerkung 1: Die Zellen HCT 116 p53 +/+ sowie HCT 116 p53 -/- wurden uns freundlicherweise von der Universitdt Hamburg

HCT116 p53+/+
HCT116 p53-/-

zur Verfiigung gestellt

2.1.2 Losungen und Puffer
Puffer, die firr die Zelllyse verwendet wurden, enthalten jeweils einen Zusatz eines Protease?-
sowie Phosphatase?-Inhibitors (s. Tab. 12), um einen Protein!- und Phosphatase?-Abbau zu

verhindern.

Tabelle 3: Zusammensetzung samtlicher verwendeter Lé6sungen und Puffer

Puffername Zusammensetzung
50 mM BisTris

50 mM Tricine

pH 6.8

192 mM Glycin
Blotting-Puffer 1-fach 20 % v/v Methanol
25 mM TRIS Base

1 mM DTT

0,2 mM EDTA

10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCl

0,2 mM EDTA
EMSA-II-Puffer 04 M NacCl

10 mM HEPES pH 7,9

Anodenpuffer 1-fach (NativePAGE™ Run-
ning Buffer)

EMSA-I-Puffer
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Immunprézipitations-Lysis-Puffer (fiir Ganz- [10 % v/v Glycerol

zelllysate) 120 mM NaCl

30 mM TRIS Base pH 7,4

1 % v/v Triton X-100

1 % v/v Glycerol

Immunprazipitations-Lysis-Puffer 120 mM NacCl

(far Kernextrakte) 0,5 % v/v NP-40

30 mM TRIS Base pH 7,4

5 % v/v NativePAGE Running Buffer (20X)

Kathodenpuffer 1-fach 5 % v/v NativePAGE Cathode Buffer Additive
(20X)

0,5 % v/v Kristallviolett

Kristallviolett-Lésung 20 % Methanol
6 Methano

RPMI 1640 Medium

10 % FCS

Kulturmedium -
1 % v/v Natriumpyruvat

1 % v/v Glutamax

192 mM Glycin

SDS-Page-/Laufpuffer 1-fach 1% m/v SDS

TRIS Base pH 7,4

0,05 % v/v Bromphenolblau

200 mM DTT

Lammli-Probenpuffer 4-fach 20 % m/v Glycerol

S8 % m/v DS

T250 mM RIS HCI pH 6,8

1 % m/v Digitonin

Native-Lyse-Puffer -
1 % v/v NativePAGE™ Sample Buffer

50 mM BisTris

6 N HCI

50 mM NaCl

10% m/v Glycerol
0.001% Ponceau S
pH 7.2

NativePAGE™ Sample Buffer

10 mM HEPES pH 7

150 mM KCl

Polysomenpuffer NP40 0,5%
5 mM MgCl,

0,5 % m/v NP-40

150 mM Nacl

1 % m/v Natrium-Desoxycholat

RIPA-Puffer 1 % m/v NP-40

0,1 % m/v SDS

50 mM TRIS Base pH 7,4
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140 mM NacCl
TBS 1-fach
20 mM TRIS Base pH 7,4
1 M Nacl
TBS-T 1-fach 100 mM TRIS Base pH 7,4
10 % m/v Tween 20
2.1.3 Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits mit Herstellerangaben

Bezeichnung

Hersteller

mirVana miRNA Isolation Kit

Ambion, Life Technologies, Darmstadt

High Pure miRNA Isolation Kit
2x50 Best

Sigma-Aldrich, Steinheim

TransAM® p53 DNA-binding
ELISA for activated p53 tumor
suppressor

Active Motif Europe,
Belgien

DC Protein Assay Kit Il

HBio—Rad Laboratories GmbH, Minchen

Pierce BCA Protein Assay Kit

HBio—Rad Laboratories GmbH, Miinchen

DNA/RNA purification Nucleo-
Bond PC500 EF

Macherey-Nagel, Diiren

Dual Luziferase Reporter Assay
System

Promega GmbH, USA

MycoTrace Mykoplasmen Test Kit

HPAA Laboratories GmbH, Pasching

2.1.4 siRNA

Tabelle 5: siRNAs mit Herstellernachweis

siRNA Hersteller

Artikelnummer

Ksi (siRNA Kontrolle, On-
Targetplus® non-targeting
pool)

GE, Healthcare Europe | D-001810-10

R1si (On-Targetplus® smart pool
siRNAs, TNFRSF10A)

GE, Healthcare Europe | L-008090-00

R2si (On-Targetplus® smart pool
siRNAs, TNFRSF10B)

GE, Healthcare Europe | L-004448-00

Ksi (Silencer®Select siRNA Nega-

Life Technologies

tive Control No.1) GmbH, USA 4390843
R1si (Silencer®Select siRNA Life Technologies
TNFRSF10A) GmbH, USA 4390824
R2si (Silencer®Select siRNA Life Technologies
TNFRSF10B) GmbH, USA 4390825
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Tabelle 6: Verwendete Plasmide fiir die Luziferase-Assays

Bezeichnung Beschreibung

pRL-TK Renilla Kontrollvektor

pl69 pGL3 — Kontrollvektor

0717 gesamter Promotor der miRNA200Oc, keine
p53-Bindungsstelle
,Enhancer” fir ZEB-1 des Promotors der

p736 mi-RNA200c entfernt, keine p53-Bindungs-
stelle

F1p717 g(.esamter Promotor der miRNA200Oc, p53-
Bindungsstelle vorhanden

Fap717 gesamter Promotor der miRNA20Oc, keine
p53-Bindungsstelle
Beide ,Enhancer” fiir ZEB-1 des Promotors

F1p736 der mi-RNA200c entfernt p53-Bindungs-
stelle vorhanden
Beide ,, Enhancer” fiir ZEB-1 des Promotors

Flp736 der mi-RNA200c entfernt, keine p53-Bin-
dungsstelle
Promotorsequenz fiir p21W2f-Gene mit be-

p342 .
lassenen p53-Bindungsstellen

0344 Promotorsequenz fiir p21W3fl-Gene, erste
p53-Bindungsstelle entfernt

0345 Promotorsequenz fiir p21V3fl-Gene, zweite
p21-Bindungsstelle entfernt

0346 Promotorsequenz fiir p21Vfl-Gene, mit
entfernten p53-Bindungsstellen entfernt

Anmerkung 2: Die Plasmide wurden freundlicherweise von dem Labor fiir Molekulare Medizin - Experimentelle Medizin | an

der Friedrich-Alexander-Universitét Erlangen-Niirnberg (Leiter: Prof. Dr. Thomas Brabletz) sowie von dem Labor fiir Moleku-

lare Gastroenterologie - Klinik fiir Innere Medizin | am Universitétsklinikum Schleswig-Holstein Campus Kiel (Leiter: Prof. Dr.

Heiner Schdfer) her- sowie zur Verfiigung gestellt; Abb. im Ergebnisteil

2.1.6 Antikorper

Tabelle 7: Verwendete Primarantikorper fiir Western Blot Analysen sowie Immunprazipitationen

Antikorper Wirt Verdiinnung Hersteller
. Westerﬂn .BI.Ot' ‘Im- BD Transduction Laboratories,
Anti-BAX Maus munprazipitation USA
1:250 - 1:500
i i Western Blot . . S
Anti-B-Aktin Maus 1:50000 Sigma Aldrich, Steinheim
Anti-E-Cadherin | Maus Western Blot 1:2500 | BD Bioscience, Heidelberg
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Western Blot

Santa Cruz Biotechnology, Dal-

Anti-MDM2 Maus 1:500 - 1:1000 las, USA
Anti-p21 ) Cell Signaling Technology,
(Waf1/Cip1) Maus Western Blot 1:1000 Frankfurt (am Main)

Western Blot, Im-

’ Bi hnol Hei-

Anti-p53 (DO_1) | Maus munprazipitation ZZT;Zrcruz lotechnology, Hel

1:500 - 1:1000 &
Anti-p53 Maus Western Blot 1:5000 | Merck Millipore, Darmstadt

Anti-p3 (FL-393)

Western Blot, Im-

Kaninchen munprazipitation

Santa Cruz Biotechnology, Hei-
delberg

1:1000
Anti-TRAIL-R1 Kaninchen Western Blot 1:5000 Merck Millipore, Darmstadt
- 1:6000
. . Western Blot 1:4000 . .
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen - 1:10000 ProSci Inc., Poway, Ettingen
Anti-ZEB1 Kaninchen | Western Blot 1:2500 | Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 8: Verwendete Antikérper fiir Western Blot Analysen

Antikorper

Wirt Verdiinnung

Hersteller

gekoppelt

Anti-Kaninchen IgG, HRP-

Ziege | 1:3000 - 1:12000

Cell Signaling Technology,
Frankfurt (am Main)

koppelt

Anti-Maus-1gG, HRP-ge-

Pferd | 1:3000 - 1:6000

Cell Signaling Technology,
Frankfurt (am Main)

Tabelle 9: Verwendete Antikorper fiir Immunprazipitationen, Immunfluoreszenzfarbungen, Imagestreamfar-

bungen sowie Luziferase-Assays mit Herstellernachweis

Antikorper

Antigen

Hersteller

Human Genome Science

HGS-ETR1 (Mapatumumab) | TRAIL-R1 Inc., Diisseldorf

HGS-ETR2 (Lexatumumab) | TRAIL-R2 fluman Genome  Science
Inc., Dussledorf

Hs101 TRAIL-R1 Ale"X|s Biochemicals,
Grinberg

Hs201 TRAIL-R2 Ale“X|s Biochemicals,
Grinberg
BD Biosci idel-

Maus IgG1 Murine Isotypkontrolle berglosaences, Heidel

22



Material und Methoden

Tabelle 10: Verwendete Antikérper fiir Inmunfluoreszenz und Imagestreamfirbungen mit Herstellernachweis

Antikoérper Wirt Verdiinnung Hersteller

Alexa-
Fluor
546 anti- | Ziege 1:200
human
1gG

Invitrogen, Karlsruhe

Alexa-
Fluor
488 anti- | Ziege 1:1000
mouse
IgG

Invitrogen, Karlsruhe

Alexa-
Fluor
488 anti- | Ziege 1:1000
rabbit
IgG

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 11: Spektrale Eigenschaften der Fluoreszensfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoff Absorp:\:l:rr;smam- Emissionsmaximum Farbe
Alexa-Fluor 546 556 nm 573 nm Rot
Alexa-Fluor 488 495 nm 519 nm Grin
Hoechst 33342 350 nm 461 nm Blau

2.1.7 Chemikalien

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien mit Herstellernachweis

Chemikalien

Bezogen von

Accutase

Merck Millipore, Darmstadt

Agua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Complete Mini (Protease Inhibitor Cocktail Tab-

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

lets)
Curix 60 Developer G153 Aund B Agfa, Bonn
Curix 60 Rapid Fixer G354 Agfa, Bonn

DC Protein Assay

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

DharmaFECT 1 siRNA Transfection Reagenz

Thermo Fisher Scientific, Bonn
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DMSO

Sigma-Aldrich, Steinheim

DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) 1-
fach

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline)
10-fach

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

DTT 299 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

ECL Western Blotting Detection Reagents

GE Healthcare, Freiburg

ECL select

GE Healthcare, Freiburg

ECL plus

Thermo Scientific, Schwerte

EDTA 299 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol >99 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fetales Kalberserum

Pan Biotech GmbH, Aidenbach

GlutaMAX 100x

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

Glycerol 299 %

Sigma-Aldrich, Steinheim

Glycin 299 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hepes Buffer 1M

Sigma-Aldrich, Steinheim

Hoechst Sigma-Aldrich, Steinheim
Igepal CA 360 (Nonidet P40) Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol Otto Fischar GmbH, Saarbricken

Kaliumchlorid (KCl)

Merck Millipore, Darmstadt

Kristallviolett

Merck Millipore, Darmstadt

Lipofectamine 2000 (1 mg/ml)

Invitrogen, Karlsruhe

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCly)

Sigma Aldrich, Steinheim

Methanol 2 99,9 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

J.T. Baker, Griesheim

Natrium-Deoxycholat

AppliChem GmbH, Darmstadt

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt

Natriumpyruvat

Invitrogen, Karlsruhe

OptiMEM Kulturmedium

Invitrogen, Karlsruhe

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Protein G Sepharose Beads 4 Fast Flow

GE Healthcare, Freiburg

Proteinmarker (Spectra Multicolor)

Thermo Scientific, Schwerte

Rinderserumalbumin (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg

RPMI 1640 Kulturmedium

Invitrogen, Karlsruhe

Salzsaure (HCI)

J.T. Baker, Griesheim

SDS Merck Millipore, Darmstadt
TRIS Base Merck Millipore, Darmstadt
Triton X-100 Merck Millipore, Darmstadt
Trypsin EDTA 10-fach GE Healthcare, Freiburg

Tween 20 Merck Millipore, Darmstadt
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2.1.8 Gerate

Tabelle 13: verwendete Gerate mit Herstellerangabe

Gerate

Ndhere Bezeichnung

Hersteller

8-Kanal-Pipette

3000 pl

Eppendorf, Hamburg

Abzug

Medizinbox MB85

Berner International,
Elmshorn

Analysenwaage

IBP3105S

Satorius, Gottingen

Aqguadest Anlage

MILLI-Q Reagent water system

Merck Millipore, Darm-
stadt

Autoklav

CS-Labor 91782

Webeco, Selmsdorf

Blottingkammer

Mini-PROTEAN 3 Cell

Bio-Rad Laboratories
Inc., Miinchen

COs-Inkubator

Hera Cell 150i

Thermo Scientific, Wal-
tham, USA

Dounce Homogenisator

Tissue Grind Tube and Pestle SC (2
ml/7 ml)

Gerresheimer, Vineland,
USA

Einfrierbehalter

Nalgene “Mr. Frosty”

Thermo Scientific,
Schwerte

Einkanalpipetten Eppen-
dorf Research

2,5 ul/10 pl/20 ul/100 pl/
200 pl/1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Eismaschine

AF 200

Scotsman, Milan, Italien

Elektrophoresekammer

Novex MiniCell + XCell SureLock

Life Technologies,
Darmstadt

Hypercassette

RPN 11642

GE Healthcare, Freiburg

Imaging Flow Cytometer

Amnis ImageStream® X MK ||

Luminex, Austin, USA

Inkubator 60°C

Typ B6

Heraeus Instruments,
Hanau

Kihlzentrifuge

5415R, Rotor: F-45-24-11

Eppendorf, Hamburg

Laborschuttler

TH30, SM-30 Control

Edmund Bihler GmbH,
Hechingen

Laborschittler

Duomax 1030

Heidolph Instruments,
Schwabach

Konfokalmikroskop

Zeiss LSM 510

Carl Zeiss, Jena, Ger-
many

Magnetriihrer MR3001 Heidolph, Schwabach

Mikroskop HIDO3 Carl Zeiss AG, Oberko-
chen

pH-Meter Inolab pH-Levell WTW GmbH, Weilheim

Photometer Sunrise Remote Touch screen Tefan Trading AG,
Maéannedorf

. . Hirschmann Laborge-
Pipetboy Pipetus rate, Eberstadt
Roller [Mixer SRT6, Mixer SRT9 Stuart, Staffordshire, UK
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Roller

RMS5

Assistent, Altnau TG,
Schweiz

Rontgenfilm-Entwickler

Curix 60

Agfa, Mortsel, Belgien

Spektralphotometer

Nanodrop ND-1000

Thermo Fisher Scientific,
USA

MSE Scientific Instru-

Safe HS12

Sonifizierer PG1029 ments, London, UK
Stepper Multipipette plus Eppendorf, Hamburg

. LaminAir HB 24724, Hera| Heraeus Instruments,
Sterilbank

Hanau

Thermoblock

Thermomixer Kompakt 5436

Eppendorf, Hamburg

Thermocycler

Personal Cycler

Biometra GmbH, Gottin-
gen

Tischzentrifuge

Benchtop Centrifuge Mini
Spin Plus, Rotor: F-45-12-11

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge

Biofuge Stratos Zentrifuge

Heraeus Insturments,
Hanaus

Tube Rotator

543050

Gerlinde Kisker, Miihl-
hausen

Vortex Mixer

Vortex Genie 2

Scientific Industries,
New York, USA

Wasserbad

GFL mbH, Burgwedel

Zahlkammer

Neubauer Improved,
Roth, Karlsruhe

Nexcelom Bioscience,

Zellzahler Cellometer Auto T4
Lawrence, USA
. . Hettich Zentrifugen,
Zentrifuge Rotina 48R, Rotor 4394 . &
Tuttlingen
2.1.9 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 14: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangabe
Verbrauchsmaterialien Nadhere Bezeichnung Hersteller

Combitips

1,5 ml/5 ml/10 ml

Eppendorf, Hamburg

ECL-Chemiluminiszenz-Film

Hyperfilm

GE Healthcare, Freiburg

Falkon-Rohrchen

15 ml/50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Gewebekulturflasche

T25 (25 cm?)/T75 (75
cm?)/T175 (175 cm?)

Sarstedt, Nimbrecht

Gewebekulturplatte

6-Well/12-Well

Sarstedt, Nimbrecht

Kantle

Microlance 3 26G

Becton Dickinson,
berg

Heidel-

Kapillarspitzen

200 pl

Biozym Scientific GmbH,
Oldendorf

Microloader Pipettenspitzen

0,5-20 l

Eppendorf, Hamburg
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Microtiterplatte 96-Well

96-Well

Sarstedt, Nimbrecht

NativePAGE Novex 4-16% Bis-
Tris-Gel

1 mm x 10 Well/ 1 mm
x 15 Well

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

Nitril-Handschuhe

Nitratex Microtouch

Ansell, Miinchen

Nunc Rundbodenréhrchen 1,8 ml weil Sarstedt, Nimbrecht
Parafilm M Brand, Wertheim
Pasteurpipette 230 mm Hecht-Assistant, Sondheim

Petrischale

150 mm x 20 mm

Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen

20 p1/200 pl/1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht

PVDF-Membran

Immobilon-P 0,45 um

Merck Millipore, Darmstadt

ReaktionsgefaRe

0,5 ml/1,5 ml/2 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Serologische Pipetten

5 ml/10 ml/25 ml

Sarstedt, Nimbrecht

B Dicki Heidel-
Spritze 1 ml/50 ml ecton Dickinson, Heide
berg
Sterilfilter 0,2 um Sarstedt, Nimbrecht
Western Blot Chromatographie- | \\\ - man 3 mm GE Healthcare, Freiburg
papier
Zellschaber 16 cm/25 cm/39 cm Sarstedt, Nimbrecht
Zellzihl-Slides SD100 Nexcelom Bioscience, Law-

rence, USA

Zentrifugenréhrchen

7 mm x 20 mm/
11 mm x 60 mm/
16 mm x 102 mm

Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld
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2.2 Methoden

2.2.1 Langzeitlagerung der Zellen
Die verwendeten Zellen wurden in mit 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) versetztem Kulturme-

dium FCS (fetal calf serum) bei -196°C in Flussigstickstoff kryokonserviert und aufbewahrt.

2.2.2 Zellkultur

Samtliche zellbiologischen Handhabungen fanden unter einer Sterilbank statt, um eine Kon-
tamination der Zellen zu verhindern. Die in jeweils 1,8 ml Nunc-Réhrchen aliquotierten, ein-
gefrorenen Zellen wurden aus dem Flissigstickstoff geholt und im 37°C warmen Wasserbad
kurz angetaut. Anschliefend wurden diese in ein mit 10 ml vorgewarmten Kulturmedium be-
filltes Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und 4 min bei 1440 rpm zentrifugiert, sodass sich ein
Zellpellet am Boden absetzte. Der fliissige Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, das tbrig
gebliebene Zellpellet mit 15 ml vorgewarmten Kulturmedium erneut aufgenommen und in
eine Gewebekulturflasche (T75) tberfihrt. Daraufhin wurden die gefertigten Zellen im Inku-
bator bei 37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % sowie einem CO,—Gehalt von 5
% kultiviert. Die verwendeten Zellen wuchsen adhéarent als Monolayer und wurden regelma-
Rig mikroskopisch kontrolliert. So konnte ein Passagieren der Zellen zwei- bis dreimal wo-
chentlich erfolgen, sobald eine Zellkonfluenz von 80-90 % zu verzeichnen war. Das Teilen der
Zellen erfolgte zuerst durch Absaugen des verbrauchten Kulturmediums sowie dem vorsichti-
gen Waschen der Zellkulturen mit vorgewarmten PBS (phosphat buffered saline). Hiernach
wurden die Zellen enzymatisch durch Zugabe von 5 ml Trypsinlosung abgeldst. Trypsin gehort
zu den Peptidasen und bewirkt durch Spaltung von Adhasionsmolekiilen ein Ablésen der Zel-
len vom Boden und voneinder, dass sich durch leichtes Beklopfen der Kulturflaschen unter-
stitzen und unter dem Mikroskop optisch tberpriifen lief. Um die Reaktion des Trypsins zu
stoppen, erfolgte eine Verdiinnung durch Hinzugabe von Kulturmedium. Nachdem die Zellen
resuspendiert und in Falcons (berflihrt wurden, fand ein erneutes Zentrifugieren bei 1440
rpm fiir 4 min statt. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in frischem Kulturme-
dium resuspendiert. Das Aussden der HCT 116-Zellen erfolgte in einem Teilungsverhaltnis von
1:4 — 1:5 auf neue Kulturflaschen. Fir anstehende Versuche wurden die Zellen gezahlt (s.u.)

sowie jeweiligen Versuchsanforderungen angepasst ausgesat.
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2.2.3 Zellzahlung

Um eine genaue Lebendzellzahl fiir die je nach Fragestellung verschiedenen Versuchsaufbau-
ten zu gewahrleisten, wurden 20 pl der im vorherigen Abschnitt genannten, im letzten Schritt
entstandenen Zellsuspension abgenommen und folgend mit dem , Nexcelom Zahlsystem”
ausgezahlt. Beurteilt und mit einbezogen wurde die Zellvitalitat durch das Programm hierbei
je nach Zellsymmetrie und -gréBe. Es wurde ein Mittelwert aus 3 Messwerten errechnet, wel-
cher als Durchschnittswert in Zellzahl/ml angegeben wurde. Bei einer zu groBen Abweichung
(>10 %) der einzelnen Messwerte wurde eine neue Zahlung durchgefiihrt. Je nach unter-
schiedlicher Versuchsanforderung und damit einhergehender gewiinschter Zelldichte, er-

folgte die Aussaat in 6-, 12- oder 96-Loch-Platten. Genauere Angaben als auch das spezifische

Vorgehen hierzu finden sich bei den jeweiligen Versuchsbeschreibungen.

2.2.4 Herstellung von Ganzzelllysaten mit RIPA-Puffer

Um die Gesamtproteinfraktion der Zelle zu erhalten, wurden die Zellen mittels RIPA-Puffer
lysiert. Die hierfiir verwendeten Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat. Nachdem das Kul-
turmedium abgesaugt wurde, wurden die Zellen zweimal mit je 2 ml eiskaltem PBS gewa-
schen. Das Volumen des im Anschluss hinzugegebenen eiskalten RIPA-Puffers, der zusatzlich
mit Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt wurde, war abhangig von der Zellkon-
fluenz und betrug zwischen 100 — 180 ul Pufferlésung pro Well. Die Platten wurden fiir eine
ausreichende Zelllyse daraufhin zuerst fiir 10 min auf Eis gelagert, dann flir mind. 20 min bei -
80°C eingefroren und wieder auf Eis aufgetaut. Es folgte ein Abschaben der Zelllysate, deren
anschlielendes Pipettieren in 1,5 ml groBe ReaktionsgefaRe und Sonifizieren fiir jeweils 10
sec. Dies gehort zu den mechanischen Aufschlussverfahren und bedingt durch rasche Druck-
anderungen ein Aufbrechen der Zellen sowie die Fragmentierung der enthaltenen DNA. Da
unter dieser Methode viel Warme frei wird, sollten nur kurze Intervalle durchgefiihrt werden.
Auf diesen Schritt folgte ein 15-mintiges Zentrifugieren bei 4°C mit 13.600 rpm. Der entstan-
dene Uberstand entsprach dem fertigen Lysat und wurde in eine neues ReagiergefiR. Die Be-
stimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels BCA-Proteinassay (s.u.). Die Zelllysate

wurden bei -20°C aufbewahrt.
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2.2.5 Herstellung von Ganzzelllysaten mit IP-Lysepuffer

Flr die Immunprazipitationen wurden die WT- sowie KO-p53 HCT 116 Zellen auf Petrischalen
mit einem Durchmesser von 10 cm ausgesat und fiir 48 h inkubiert. Fiir das Erstellen der not-
wendigen Proteinmenge waren zwei Petrischalen pro Probe notwendig. Die Platten wurden
auf Eis gestellt und die Zellen je nach Konfluenz (60-80 %) mit 2 - 4 ml IP-Lysis-Puffer benetzt,
abgeschabt und die Zellsuspension fir 20 min auf Eis inkubiert. Ob die Zellen von den Platten
gelost waren, wurde mittels Mikroskopie Uberprift. Die Proben wurden nach Ablauf der Inku-
bationszeit in 2 ml Eppendorf-Reagiergefale pipettiert, erst flir 5 min bei 5.000 Umdrehungen
pro Minuten und direkt darauf 30 min bei 13.200 rpm sowie 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde
wurden zusammengefligt und auf neue Reagiergefalle aufgeteilt. Darauf erfolgte die Bestim-
mung der Proteinkonzentration mittels DC-Proteinassay (s.u.). Die Proben wurden bei -80°C

gelagert.

2.2.6 Herstellung von Kernlysaten mit EMSA-Puffer

Um zellkompartiment-abhangige Untersuchungen durchzufiihren, wurden Lysate erstellt, bei
denen die nukledren von den zytoplastmatischen Zellanteilen getrennt wurden. Hierfiir er-
folgte das Aussden der Zellen auf 6-Well-Zellkulturplatten. Die Behandlungsdauer gestaltete
sich je nach Fragestellung unterschiedlich. Die Lyse wurde eingeleitet, nachdem die Zellen mit
eiskaltem PBS gewaschen und anschlieend mit EMSA-I-Puffer (mit Protease- und Phospha-
tase-Inhibitor) versetzt wurden (bei ausreichender Zellkonfluenz 300 ul/Well). Der EMSA-I-
Puffer bringt die Zellen durch seine hypotonen Eigenschaften zum Platzen die Zellkerne jedoch
intakt bleiben. Es folgte das Uberfiihren der Lysate in 2 ml ReagiergefiRe und eine anschlie-
Rende Inkubation auf Eis fir 5 min. AnschlieBend wurden die Lysate fiir 5 min bei 4 °C und
13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand (entspricht der zytoplasmatischen Fraktion) in ein
frisches Reaktionsgefald Giberfiihrt. Das verbliebene Zellpellet wurde dann mit EMSA | (erneut
mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor versetzt) gewaschen und anschlieRend zentrifugiert
(ebenfalls bei 4 °C und 13.000 rpm). Dieser Schritt wurde insgesamt 4 Mal wiederholt. Nach
der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 40 pl EMSA-II-
Puffer (mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor) aufgenommen. AnschlieRend wurden die
Proben 30 min auf Eis geschiittelt und dann 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uber-
stand, entsprechend der nukledren Fraktion, wurde in neue Reagiergefalle Uberfihrt und bei

-80°C gelagert.
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2.2.7 Proteinbestimmungen mittels BCA-Assay

Das Bicinchioninsaure-Assay quantifiziert durch ein kolorimetrisches Nachweisverfahren die
Gesamtproteinmenge einer Probe. Zur Durchfiihrung der Bestimmung wurde eine Standard-
reihe aus BSA versetzt mit dem jeweiligen Puffer, welches bereits fiir die Herstellung der Zell-
proben verwendet wurde, erstellt und neben 1:10 verdiinnten Ganzzelllysaten auf eine 96-
Well-Platte aufgetragen. Durch die Zugabe der Reaktionslosung (Kupfer- und BCA-Reagenz)
werden die darin enthaltenen Cu?*-lonen zu Cu*-lonen reduziert, welche wiederum mit der
Bicinchionsaure einen violetten Farbstoffkomplex bilden (Biuret-Reaktion zum Nachweis der
Peptidbindungen). Die Intensitat der Farbreaktion, die proportionale zu der Proteinmenge ist,

wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

2.2.8 Proteinbestimmung mittels DC-Assay (nach Lowry)

Fiir die Immunprazipitationen aus den IP-Ganzzelllysaten wurde eine Proteinbestimmung die-
ser Lysate nach Lowry durchgefiihrt. Bei einem der Biuret-Reaktion entsprechendem ersten
Schritt reagieren die Cu?*-lonen unter violettem Farbumschlag mit den Protein-Peptidbindun-
gen und werden dann zu Cu*-lonen reduziert. In einem zweiten Schritt reduzieren die Kup-
fer(l)-lonen ihrerseits das Folin-Ciocalteu-Reagenz (Molybdatophosphorsdure und Wolframa-
tophosphorsaure) zu Molybdanblau. Es kommt zur tiefblauen Farbung, wodurch die Protein-
konzentration mit dem Photometer bei einer Wellenlange von 750 nm gemessen werden
konnten. Ebenso wie bei dem BCA-Assay wurde eine Standardreihe mituntersucht sowie eine

Verdiinnung von 1:3 der IP-Zelllysate gewahlt.

2.2.9 P53 DNA binding ELISA

Mithilfe des ,, TransAM® p53 DNA-binding ELISA for activated p53 tumor suppressor-Kit“ kann
eine quantitative Bestimmung des Aktivitdtsgrades von p53 untersucht werden. Auf eine 96-
Well-Mikrotitrierplatte, die mit einem gegen p53 gerichteten Antikorper (Erstantikérper bzw.
,Capture-Antibody“) beschichtet ist, wurde das zu untersuchenden Kernextrakte gegeben und
damit eine Bindung zwischen dem Antikdérper und nachzuweisendem Antigen hergestellt.
Nach einer Inkubationszeit von 1 h schloss sich eine Waschphase an, um ungebundene oder
unspezifisch gebundene Antigene zu entfernen, die eine falsch positive Reaktion bedingen
konnten. Nun erfolgte die Zugabe eines zweiten, ebenfalls gegen p53 gerichteten Antikorpers
(Zweitantikorper bzw. , Detection-Antibody*). Dieser bindet an ein anderes Epitop des Anti-

gens, damit es zu keiner konkurrierenden Behinderung beider Antikorper in ihrer Bindung
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kommt. Entstanden ist durch diese Schritte ein Antikorper-Antigen-Antikérper-Komplex. Zu-
dem ist an den Zweitantikdrper ein Enzym gebunden, das nach erneuten Waschschritten ein
hinzugegebenes Substrat unter einer Farbreaktion umsetzte, sodass die Enzymaktivitat pho-
tometrisch detektierbar war. Diese Umsetzung gestaltete sich proportional zur Menge des ge-

bundenen p53.

2.2.10 siRNA-Transfektion

Transfektion gehort zu den Mechanismen des Gentransfers und bezeichnet die Aufnahme von
freier, ,nackter” DNA oder RNA durch eine eukaryotische Zelle. Hierdurch kénnen genetische
Informationen transferiert werden. Es konnen ein zeitweiliges (transiente Transfektion) oder
dauerhaftes Einbringen in das Genom (stabile Transfektion) unterschieden werden. In den
vorliegenden Versuchen wurden die WT- und KO-p53 HCT 116 Zellen transient fiir 24 bis 96 h
mit spezifischen siRNAs transfiziert, um die Expression von Trail-R1 oder -R2 herunter zu re-
gulieren. Als Kontrolle wurde eine nicht zielgerichtete Kontroll-siRNA verwendet. Bei den ge-
nutzten Produkten handelt es sich um SMARTpool On-Targetplus® und Silencer®Select. Als
Transfektionsreagenz wurde Lipofectamin 2000 verwendet.

Abhingig von der geplanten Transfektionsdauer, wurden die Zellen zwischen 1,5 x 10> und

3 x 10° Zellen pro Well in eine 6- oder 12-Well-Platte ausgesat und fur 24h inkubiert. Bevor
die Transfektion nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt wurde, erfolgte eine mikroskopische
Kontrolle der Zellvitalitat sowie -konfluenz. Danach erfolgte das Erstellen der siRNA- und Lip-
ofectamin-Anséatze gel6st in OptiMEM-Medium sowie eine Inkubation der Losungen von 20
min. Das verbrauchte Zellkulturmedium wurde ausgetauscht und die jeweiligen Transfektions-
ansatze mit einer siRNA-Endkonzentration von 100 nM zu den Zellen gegeben. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des OptiMEM-Mediums wurde dieses geschitzt gelagert sowie alle
Schritte unter minimaler Beleuchtung durchgefiihrt. Nach Ablauf der verschiedenen Transfek-
tionszeiten wurden RIPA-Lysate hergestellt und der Erfolg des Rezeptorknockdowns mittels

Western-Blot validiert, um die Proben fiir weitere Versuche eindeutig nutzen zu kénnen.

2.2.11 Plasmid-Transfektion und Dual-Luziferase-Assay

Als Plasmide werden in Bakterien vorkommende, kleine, extrachromosomale, also frei vorlie-
gende Ringe aus doppelstrangiger DNA bezeichnet, welche sich autonom replizieren kénnen.
Sie sind entscheidend in der Gentechnik, da sie als Vektoren wie eine ,Genfahre” Fremd-DNA
oder -RNA in Empfangerzellen einbringen und vervielfaltigen kénnen.

32



Material und Methoden

Diese Methode wurde angewandt, um den Einfluss der TRAIL-Rezeptoren auf das Tumorsup-
pressorprotein p53 auf transkriptioneller Ebene zu untersuchen. Verwendet wurden in der
vorliegenden Arbeit Plasmide mit darin klonierten Promotoren der miRNA20Oc als auch des
Zellzyklusproteins p21 sowie dahinter enthaltener Luziferase. Luziferasen katalysieren die Oxi-
dation von Luziferinen zu energiereichen Dioxetanen. Wahrend dieses Vorgangs kommt es zur
Chemilumineszenz, dessen Starke gemessen werden kann und damit einen Riickschluss auf
die jeweilige Genaktivitat bzw. umgesetzte Genexpression liefert (s.u.). Es kommen soge-
nannte Firefly- und Renilla-Luziferasen vor, die sich dahingehend unterscheiden, dass Firefly-

Luziferasen ATP fiir die Reaktion bendtigen.

Fiir den Versuch wurde der Promotor des Gens, dessen Genprodukt analysiert werden sollte,
mit einem Firefly-Luziferase-Gen verbunden. Durch diese Kopplung wird, wenn das Promotor-
gen aktiviert bzw. umgesetzt wird, nun unter Lichtemission D-Luciferin zu Oxyluciferin umge-
baut. Die entstandene Chemilumineszenz gestaltet sich in ihrer Starke proportional zur jewei-
ligen Promotoraktivitdt — bei hoher Aktivierung ergab sich ein deutlich starkeres, bei geringe-
rer demnach ein schwacheres Lichtsignal. Bei diesem Assay handelte es sich um ein sog. Dual-
Reportergen-Assay, wobei zwei Reporterenzyme enthalten sind. Das eine Reporterenzym (in
diesem Fall die Firefly-Luziferase) dient der spezifischen Lichtumsetzung des Experiments,
wahrend der zweite Reporter (in diesem Fall die Renilla-Luziferase) als Kontrolle zur Darstel-
lung der Basalaktivitat eingesetzt wird. Beide Reporteraktivitaten werden sodann gegeneinan-
der normalisiert und verringern somit Messschwankungen des Versuchs, welche aufgrund un-
terschiedlicher Transfektionseffizienz entstehen kénnen. Fiir die Plasmidtransfektionen wur-
den wie im vorherigen Abschnitt beschrieben HCT 116 p53 +/+ sowie HCT 116 p53 -/- mit
siRNA gegen TRAIL-R1 sowie -R2 transfiziert und somit ein Rezeptorknockdown erzielt (s.
2.2.9. ,siRNA-Transfektion”). Nach 48 h erfolgte dann eine weitere Transfektion mit je nach
Versuch bendtigten Plasmiden fiir die vorhandenen, verschiedenen miRNA200Oc- oder p21-
Promotoren. Hierzu wurden 1 pg des jeweiligen Plasmids und 0,5 pg des Renilla-Reportergens
mit OptiMEM-Medium sowie das Transfektionsreagenz Lipofectamin ebenfalls mit OptiMEM-
Medium vermengt und fiir 20 min inkubiert. Der Ansatz mit Lipofectamin wurde jeweils zu
einem Plasmidansatz hinzugefiigt und nach dem Ablaufen der Inkubationszeit zusammen auf
die Zellen pipettiert. Die Platten wurden erneut im Inkubator bei 37°C bebriitet. Nach 6 h
wurde das Medium gewechselt, 24 h nach der Plasmidtransfektion wurden die Zellen fir die
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weitere Analyse lysiert. Hierzu wurden die Wells vorsichtig nach Absaugen des Kulturmediums
einmalig mit PBS gewaschen sowie anschlieBend 200 ul des im Kit enthaltenen Passive Lysis
Buffers pro Well hinzugegeben. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei -80°C erfolgte das
Auftauen der Platten bei RT und anschlieBende Abkratzen der Zellen mittels Zellschaber. Die
Lysate wurden fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in neue Reagierge-
fale Uberfihrt. Fir zeitlich spatere Versuchsablaufe wurden die Proben bei -20°C gelagert.
Erfolgte das Assay direkt im Anschluss an die Zelllyse, wurden 20 pl eines jeden Zelllysats mit
100 ul des Luciferase Assay Reagenz (bestehend aus Luziferase Assay Buffer und Substraten)
in einer 96-Well-Platte zusammengefiigt, wobei jede Probe zweimal aufgetragen wurde, um
fir die Auswertung einen Mittelwert bestimmen zu kénnen. Die Lichtreaktion der Proben und
der entsprechende experimentelle Reporter-Wert wurden jeweils fiir 10 sec mit dem Lumino-
meter bei einer Verzégerung von 2 sec gemessen. AnschlieBend kam es zu einer automati-
schen Injektion eines Stop-and-Glo-Reagenzes zu den Proben mit erneuter 10-sekiindiger
Messung und 2-sekiindiger Verzogerung. Dieser Schritt erbrachte den Aktivitatswert des Kon-

troll-Reporters.

Hypothetical
transcriptional
activator
?
5 @ J p 3
Promoter region Luciferase reporter

Abbildung 10: Schematische Darstellung eines Luziferase Assays (Methods in enzymology, Sciencedirect 2004).

2.2.12 Immunfluoreszenzfirbung

Bei der Immunfluoreszenz handelt es sich um eine immunhistochemische Methode, bei der
fluoreszenzmarkierte Antikorper Antigene sichtbar machen kénnen. Man unterscheidet eine
direkte von einer indirekten Form. Bei der in der vorliegenden Arbeit genutzten indirekten
Form erfolgt die Farbung in zwei Schritten: hierbei werden beginnend die Zellen mit einem
nicht-fluoreszenzmarkierten Primarantikorper, der sich gegen das zu untersuchende Protein

richtet, inkubiert. Ein zweiter, nun Fluorochrom-gekoppelter Sekundarantikorper, wird auf die
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Probe aufgebracht und bindet spezifisch an den ersten Antikorper. So bindet dieser Sekun-
darantikorper indirekt an das Zielprotein, wenn es eine Bindung zwischen diesem und dem
Primarantikorper gegeben hat. Fur eine Negativkontrolle wurde der erste Antikorper wegge-
lassen, um eine unspezifische Bindung seitens des Sekundarantikérpers, wenn vorhanden, zu
erfassen. Die Analysierung der Farbung kann dann z.B. mit einem konfokalen Lasermikroskop
erfolgen, wobei der Laser die Fluoreszenz der gefarbten Zellen bei Auftreffen auf diese anregt.
Hier wurde diese Methode gewahlt, um nachzuweisen, wo sich die zu untersuchenden Ziel-
proteine in der Zelle befinden und ob es eine mogliche Kolokalisation dieser untereinander
gibt.

Fur die Immunfluoreszenzversuche wurden 1,5 x 10° Zellen pro Loch einer 6-Well-Platte auf
ein Deckglaschen ausgesat. Nach 40 h wurde das Medium entfernt und die Zellen nach vier-
maligem Waschen mit eiskaltem PBS auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10
min in 1ml eiskaltem 2,5-prozentigem PFA/TBS geschwenkt, dann zweimal mit kaltem PBS ge-
waschen. Es folgte eine Inkubation 1 ml -20°C-kaltem Methanol fiir 10 min und ein anschlie-
Rendes, zweimaliges Waschen mit kaltem PBS fiir jeweils 5 min Diese Schritte erfolgten, um
die Zellen zu fixieren. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen fir
15 min in 1 ml 0,5 % BSA/TBS bei RT gelegt.

Der Primarantikérper wurde in 0,5 % BSA/TBS angesetzt, wovon dann je 70 pl auf ein glatt
gestrichenes Stlick Parafilm in einer feuchten Kammer pipettiert wurde. Das darauf zu legende
Deckglaschen wurde so platziert, dass die Zellseite nach unten zeigte. Es folgte eine Inkubation
von 2 h bei RT sowie ein anschlieBendes Waschen der Deckglaschen mit TBS einmal flir 15 min
und dreimal fiir je 5 min. Um die Zellen zu farben, wurde der Hoechst-Farbstoff hinzugegeben.
Die Inkubation mit dem Fluorochrome-gekoppelten Sekundarantikorper erfolgte dann fiir 1 h
bei RT im Dunkeln. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Deckgldschen erneut einmal
fiir 15 min, dreimal fiir je 5 min in TBS und 1 min in destilliertem Wasser gewaschen. Anschlie-
Rend wurden die Deckgldschen auf einen Objekttrager mit einem Tropfen Mounting-Medium
gelegt. Um das Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurden die Deckglaschen mit Nagellack
umrandend bestrichen. Daraufhin konnte die Farbung mittels o.g. konfokaler Laser Scanning

Mikroskopie ausgewertet werden.
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2.2.13 Imaging Flow Cytometry

Bei der Imaging Flow Cytometry handelt es sich um eine Kombination aus Durchflusszytomet-
rie sowie Fluoreszenzmikroskopie. Die Durchflusszytometrie erlaubt eine morphometrische
Einteilung der Zellen nach GréRe und Komplexitat, entsprechend dem entsandten Streulicht,
das von den vom Laser beleuchteten Zellen ausgeht. Durch die Verwendung von Fluoreszenz-
mikroskopie kann mit farbstoffmarkierten Antikérpern zusatzlich eine Detektion und Sortie-
rung der Zellen nach Zielproteinen stattfinden, gegen die sich diese verwendeten Antikorper
richten. So erlaubt die Methode eine quantitative, aber auch bildgebende Darstellung liber
mogliche Interaktionen und Kolokalisationen der Zielproteine. In Zusammenarbeit mit Dr. Jir-
gen Fritsch (Institut fiir Immunologie, CAU Kiel) wurde das ImageStream von Amnis® Image-
StreamX MK Il (Luminex) verwendet. Fur den Versuchsablauf wurden die Zellen ausgesat und
48 h spater mit 5 ml Accutase™ abgeldst und in FACS-Rohrchen lberfiihrt. Der weitere Ver-
suchsablauf entspricht dem der Immunfluoreszenz (s.o.), wobei jedoch alle Schritte in FACS-
Réhrchen und nicht auf Deckgldasern durchgefiihrt wurden. Die letzten Schritte unterscheiden
sich zudem darin, dass nach Hinzugabe des Hoechst-Farbstoffes eine Inkubation von 10 min
sowie dann eine Vermengung mit 1 ml TBS erfolgten. Anschliefend wurden die Suspensionen
herunter zentrifugiert und zweimal mit 1 ml TBS gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation
erfolgte das Wiederaufnehmen des Zellpellets in 30 ul TBS und daraufhin die Analyse mittels

Imaging Flow Cytometry.

2.2.14 Immunprazipitation

Immunprazipitation ist eine molekularbiochemische Methode, um ein spezifisches Protein zu
isolieren, indem man sich das Ausfallen von Antigen-Antikorper-Komplexen zu Nutze macht.
Bei Bindung zwischen Antikorpern und Antigenen bilden sich Immunkomplexe. Liegen Anti-
gene im Uberschuss vor, werden alle Antikérperbindungsstellen besetzt, es kommt zur Bil-
dung I8slicher Immunkomplexe. Liegen Antikérper im Uberschuss vor, werden alle Antigen-
bindungsstellen besetzt und es kommt auch hier zur Bildung I6slicher Immunkomplexe. Liegen
nun gleiche Mengen an Antigenen und Antikdrpern vor, bildet sich ein groRer, schwer l6slicher
Immunkomplex, welcher ausfallt. So kann mittels Immunprazipitation ein gesuchtes Antigen,
sofern vorhanden, mittels eines spezifischen Antikorpers ausgefallt werden. Weitere, an das

zu prazipitierende Protein gebundene Interaktionspartner, konnen damit ebenfalls kon-
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zentriert werden, was auch als Koprazipitation bezeichnet wird und den Nachweis von groRe-
ren Proteinkomplexen ermdglicht. Um das zu untersuchende Protein Gberhaupt aus dem Zell-
lysat zu trennen, werden verschiedene Methoden angewandt, die die Antikérper an eine feste
Struktur binden. In der vorliegenden Arbeit wurden mit Protein-G umzogene Sepharosekiigel-
chen verwendet, auf nur die im Folgenden eingegangen wird. Das Protein G ist Bestandteil der
Zellwand von bestimmten Streptokokken-Stammen und hat die Eigenschaft, den Fc-Teil der
meisten Saugetier-Immunglobuline zu binden. Mit diesen Proteinen werden Kiigelchen be-
schichtet (sogenannte Beads, z.B. aus Sepharose), an die die Antigen-Antikorper-Komplexe
gebunden und dann aus dem Lysat prazipitiert werden.

Das Erstellen von Ganzzelllysaten fiir die Immunprazipitationen sowie die Proteinbestimmung
wurden bereits unter den Punkten 2.2.6 und 2.2.8. beschrieben. Fiir die Versuche wurden
dann entweder direkt erstellte oder die bereits im Vorfeld erstellten und gelagerten Lysate
verwendet. In einem ersten Schritt fand das sogenannte ,,Pre-Clearing” statt, welches dazu
dient, Proteine aus dem Lysat, die unspezifisch an die Sepharosebeads binden. Daflir wurden
40 pl der in 20 % Ethanol gelosten Sepharosekiigelchen mit einer abgeschnittenen Pipetten-
spitze in 2 ml Reagiergefal3e lGiberfiihrt, bis zu einem Gesamtvolumen von 1,5 ml mit IP-Lysis-
Puffer aufgefiillt sowie zuletzt mit den Microloader-Pipettenspitzen nahezu trocken gesogen.
Auf diese umgepufferten Beads wurden 1 mg des Ganzzelllysats pro Probe gegeben und die
Ansatze fur 1 h in einem ReagiergefaR-Rotator bei 4°C gedreht. Nach Ablauf der Zeit wurden
die Protein-G-Sepharosekiigelchen bei 3.000 rpm fiir 30 sec in einer Tischzentrifuge abzentri-
fugiert. Der gesamte Lysat-Uberstand wurde mit den Microloader-Spitzen in neue GefiRe
Uberfihrt und die Beads des ,Pre-Clearing“-Prozesses verworfen. Es folgte das Hinzugeben
von 5 — 10 pg des jeweiligen Primarantikdrpers zu den vorgereinigten Lysaten. Ebenfalls wur-
den Kontrollen erstellt, indem gleiche Mengen der verwendeten Primarantikoérper in einer
dquivalenten Menge IP-Lysis-Puffer und Protein-G-Sepharosekiigelchen anstatt des Zelllysa-
tes angesetzt wurden. Dies diente der Bestimmung der Antikdrperbanden. Zudem wurde eine
aus Beads und Zelllysat bestehende Kontrolle hergestellt, die dem Nachweis eventuell weiter-
hin, trotz pre-clearings bestehender unspezifischer Bindungen zwischen Protein und Sepharo-
sekiigelchen diente. Eine letzte Kontrolle enthielt das alleinige Lysat ohne Antikdrper und den
Beads. Bis auf die Kontrollen wurden alle angesetzten Proben bei 4°C Giber Nacht im Rotator
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden wie bereits oben beschrieben erneut fir jede
Probe 40 pl der Protein-G-Sepharose-Beads umgepuffert und die angesetzten Gemische zu
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diesen pipettiert. Nach einer 3-stiindigen Inkubationszeit (4°C im Tube-Rotator), erfolgte ein
Abzentrifugieren der Beads fiir 30 sec bei 3.000 rpm sowie das 5-malige Waschen mit je 1 ml
IP-Lysis-Puffer mithilfe der Microloader-Pipettenspitzen. Die Kiigelchen wurden anschlieRend
in 60 ul IP-Puffer und 40 pl 4-fach Laemmlipuffer aufgenommen und fiir 10 min bei 80°C im
Thermoblock erhitzt. Dadurch wurde erreicht, dass sich die Antikdrper-Antigen-Komplexe von
den Beads abldsten. Als letzten Schritt wurden die Beads wie vorherig beschrieben abzentri-
fugiert, der Uberstand als fertige Probe mit den Microloader-Pipettenspitzen in neue Réhr-

chen Uberfiihrt und diese bis zur Analyse im Western Blot bei -20°C aufbewahrt.

2.2.15 Protein-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Abkilirzung SDS-PAGE steht fiir ,sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis”. Diese Methode dient der Auftrennung von Proteinen je nach molekularer Masse durch
elektrophoretische Mobilitat im elektrischen Feld. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anioni-
sches Tensid, welches ein Denaturieren der Proteine bedingt, sich an diese anlagern kann und
dadurch die Eigenladung der Proteine liberdeckt sowie folglich zu einer konstanten Negativ-
ladung dieser flhrt. Es wird eine elektrische Spannung angelegt, sodass die negativ geladenen
Molekiile durch das Polyacrylamidgel zur Anode wandern. Hierbei fungiert das Gel als eine Art
Sieb und die Proteine migrieren entsprechend ihrer Grol3e: kleine Proteine wandern leichter
und damit schneller, groRe Proteine werden in den Gelporen zurlickgehalten und kommen
daher langsamer voran. Vor dem Auftragen der Proben, wurden die RIPA-Lysate nach der Pro-
teinbestimmung jeweils so angesetzt, dass die Proteinmenge gleich und das Volumen mittels
Puffer angeglichen war. AnschlieRend wurden die Proben in einem Verhaltnis von 1:4 mit 4-
fachem Laemmli-Puffer versetzt, zur Denaturierung der Proteine im Thermoblock fiir 5 bei
95°C erhitzt und anschlieBend kurz runterzentrifugiert. Fur die Gelelektrophorese wurden be-
reits fertige 4 — 20 %-haltige TRIS-Glycin-Gele verwendet. Die Probenmengen unterschieden
sich je nach Versuch und gestalteten sich so, dass zwischen 5 und 20 ug Protein in die Gel-
taschen aufgetragen wurden. Zusatzlich wurde ein Komigrationsstandard (auch ugs. GroRRen-
marker) mitlaufen gelassen, um aufgrund der bekannten MolekilgroRe dieses Standards ei-
nen GrolRenvergleich der Proteine in der Probe zu ermdglichen. AbschlieRend wurde eine

Spannung von 120 V angelegt und die Elektrophorese fiir ca. 2 h laufen gelassen.
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2.2.16 Western-Blot und Immundetektion

Nach dem Auftrennen der Proteine folgte das Western-Blotting. Dies bezeichnet den ebenfalls
unter Anlage eines elektrischen Feldes stattfindenden Transfer der zuvor nach GréRe geord-
neten Proteine auf eine PVDF-Membran. Hierflir wurde eine Blot-Kassette in folgender Rei-
henfolge bestiickt: Anode — Whatman-Paper — Membran — Gel — Whatman-Paper — Kathode
(s. Abb. 11). Die PVDF-Membran wurde aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften vor dem
Gebrauch fir 10 sec in Methanol getaucht, um einen Kontakt mit dem Blottingpuffer zu er-
moglichen. Vor dem Einsatz wurde sie kurz mit destilliertem Wasser abgesplilt. Eventuelle
Luftblasen zwischen der Membran und dem Gel, die einen vollstandigen Proteintransfer be-
hindern kénnten, wurden vorsichtig mithilfe eines 50 ml-Probenréhrchens herausgedriickt.
Abgeschlossen wurde die Schichtung mit einem Schwammchen. Unter Einhaltung der richti-
gen elektrischen Ausrichtung, wurde die Kassette in eine mit Blotting-Puffer gefiillte Kammer
gespannt und eine Stromstarke von 400 mA angeschlossen. Zum Verhindern der entstehen-
den Hitze wahrend des Vorgangs, wurde die Kammer von Eis umgeben. Nach 2h war der Pro-
teintransfer abgeschlossen. Die Membran wurde kurz in TBS-T gewaschen, sowie erneut fir
10 sec in Methanol geschwenkt und fiir 20 min getrocknet. AnschlieBend erfolgte der Protein-
nachweis mithilfe spezifischer Antikorper. Um zuerst freie Bindungsstellen auf der Membran
zu blockieren, wurden diese je nach Herstellerempfehlung fir den im spateren Schritt ver-
wendeten Primarantikorper fur 1 h entweder in 5 % Milch/TBS-T oder 5 % BSA/TBS-T gelegt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membran in einem 50 ml Falcon mit 3 ml des spezi-
fischen Antikorpers, der selektiv an mit seiner , Antigen-Bindungs-Domane” an das passende
Epitop des Proteins binden kann, bei 4°C tiber Nacht. Am nachsten Tag wurden Waschschritte
(3 x 10 min in TBS-T) durchgefiihrt, um unspezifisch gebundenen Priméarantikorper zu entfer-
nen. Nun wurde mit einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundaren Antikorper, der
sich gegen den eingesetzten Primarantikorper richtet, fir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend
folgten erneute Waschschritte.

Die Meerrettichperoxidase bewirkt eine Spaltung des Luminols, welches in dem zum opti-
schen Nachweis der Protein-Antikorper-Bindungen verwendeten ECL-Detektionsreagens ent-
halten ist. Hierbei kommt es zur Emission von Licht emittiert (Chemilumineszenz), welches

mittels Rontgen detektiert werden kann. Das Lichtsignal ist proportional zur Proteinmenge.
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Western Blot Setup
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Abbildung 11: Schematischer Aufbau einer Western Blot Kammer (Quelle: https://www.antibodies-on-
line.com/resources/17/1224/western-blotting-immunoblot-gel-electrophoresis-for-proteins/)
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Die folgenden Versuche zielen darauf aus, ein genaueres Verstandnis beziiglich der Interde-
pendenz zwischen dem Tumorsuppressor p53 und dem TRAIL-R2 zu erlangen. Bekannt ist seit
Jahren, dass bei einer durch DNA-Schaden ausgeldsten p53-Aktivierung die Expression des
TRAIL-R2 hochreguliert wird. Hinzu kommen die Erkenntnisse, dass beide Faktoren im Zellkern
mit dem Mikroprozessorkomplex interagieren. Daher ist es von groRem Interesse zu erfor-
schen, ob es Einfllisse seitens des TRAIL-R2 auf das Tumorsuppressorprotein p53 sowie dessen
induzierte Signalwege gibt und in welchem Mal3e dies flir antitumorale Therapien von Rele-
vanz sein konnte. Fir dieses Vorhaben wurden v.a. Immunfluoreszenz, Durchflusszytometrie,
Immunprazipitation und Dual-Luziferase-Reportergenassays unter Verwendung der kolorek-
talen Karzinomzelllinie HCT 116 angewandt. Diese Zelllinie wurde in zwei isogenen Varianten
verwendet: die WT-p53-exprimierende Variante HCT116 p53+/+ sowie die p53-knock-out-Va-
riante HCT 116 p53 -/-, bei der beide Allele inaktiviert wurden.

3.1 Uberpriifung der intrazelluliren Verteilung von TRAIL-R2 und p53

Aufgrund des intranukledaren Nachweises von TRAIL-R2 sowie der beschriebenen funktionel-
len Uberschneidungspunkte, erfolgten Versuche, die dazu dienten, das gemeinsame Vorliegen
und damit mégliche, voneinander abhangige Lokalisation von TRAIL-R2 und p53 im Zellkern
nachzuweisen. Fir die Fragestellung wurde die Immunfluoreszenzfarbung mit anschlieender
konfokaler Lasermikroskopie (LSM) sowie als zweites Verfahren in Zusammenarbeit mit Dr.
Jurgen Fritsch (Institut flir Immunologie, CAU Kiel) das Imaging Flow Cytometer (Image-
Stream®) genutzt. Hierflr wurden die HCT116 p53 +/+ Zellen mit spezifischen primaren sowie
fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpern inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Auswer-
tung mittels der bereits genannten Verfahren. Hierbei gelang der Nachweis einer deutlichen
Kolokalisation, der durch die gelben Bereiche des Uberlagerungsbildes der Einzelbilder er-
sichtlich wird sowie eine Quantifizierung dieser durch die Hochdurchsatzmikroskopie (Abbil-
dung 12 (a) und (b)). In 62% der untersuchten Zellen konnte unter Verwendung der genannten
Methode eine Interaktion der beiden Proteine im Zellkern nachgewiesen werden. Abgebildet

ist hier lediglich ein Ausschnitt der Auswertung, da der Umfang der eigentlichen Analyse zur
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Abbildung nicht geeignet ist. Um Die Spezifitat dieser Ergebnisse zu Gberprifen, also mogliche
unspezifische Bindungen oder Kreuzreaktionen der Antikdrper auszuschlieRen, wurden je-
weils zwei unterschiedliche Antikérper gegen TRAIL-R2 (HS201 und Lexatumumab (Lexa)) und
p53 (DO-1 und FL-393) verwendet. Die zuvor aufgezeigte Kolokalisation beider Proteine
konnte erneut und auch durch den zweiten eingesetzten Antikorper dargestellt werden (Ab-
bildung 12 c). Im Gegensatz dazu konnte keine Interaktion zwischen p53 und Trail-R1 nachge-
wiesen werden, sodass zur Gegenkontrolle die Zellen mit Antikérper gegen TRAIL-R1 (Mapa-
tumumab (Mapa)) sowie gegen p53 inkubiert und wieder anhand von konfokaler LSM analy-
siert (Abbildung 13 a) wurden. Zur weiteren Spezifizierung wurden die WT-p53 HCT 116 Zellen
ohne primaren sondern nur mit sekundaren Antikdrpern inkubiert. Es konnte keine Zellfar-
bung nachgewiesen werden (Abbildung 13 b). Zudem wurde untersucht, ob es unspezifische
Kreuzreaktionen der p53-Antikérper gab. Unter Kreuzreaktivitat versteht man die Eigenschaft
von Antikdrpern an verschiedene Antigene binden zu kdnnen, da diese eine dhnliche oder
identische Bindungsstelle besitzen. Daher war es von Bedeutung zu verifizieren, dass der je-
weilige Antikorper an sein spezifisches Protein gebunden hat. Hierbei ergeben sich gefarbte
Bereich innerhalb des Zellkerns, in denen TRAIL-R2 als auch p53 getrennt voneinander vor-

kommen. Eine Kreuzreaktivitat konnten wir ausschlieBen (Abbildung 14).
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20 um

Abbildung 12: Untersuchung der intrazelluldren Verteilung von TRAIL-R2 und p53 mittels Inmunfluoreszenz-
farbung. HCT 116 p53 +/+ Zellen wurden auf Deckgldschen (fiir konfokale LSM) bzw. in FACS-Réhrchen (fiir Ima-
geStream®-Farbung) ausgesat und 24 h spater durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit anschlieRender-
konfokaler LSM (Abb. 11 a) bzw. ImageStream®-Farbung (Abb. 12 b) bezlglich der intrazelluldren Distribution
von TRAIL-R2 und p53 analysiert. Verwendet wurden als spezifische Primarantikorper gegen TRAIL-R2 Lexatu-
mumab (Lexa), gegen p53 FL-393 und DO-1 (Abb. 12 a), sowie die Fluoreszenz-markierten sekundaren Antikérper
Alexa-Fluor 546 (rot) und 488 (griin). Zur Kontrolle erfolgte das gleiche Vorgehen unter Verwendung des bereits
genutzten und eines weiteren Antikorpers gegen TRAIL-R2 (Lexatumumab und HS201) als auch gegen p53 (FL-
393 und DO-1); (Abb. 12 c).
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a-Kanninchen

Abbildung 13: Untersuchung der intrazelluldren Verteilung und einer moglichen Kolokalisation von TRAIL-R1
und p53 sowie eventueller unspezifischer Bindungen der Antikorper. HCT 116 p53 +/+ Zellen wurden auf Deck-
glaschen ausgesat und 24 h spater durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit anschlieBender konfokaler LSM
untersucht. Um eine spezifische Kolokalisation zu tberprifen und auszuschlieBfen, dass nicht auch der Trail-R1
mit p53 kolokalisiert, wurden die Immunfluoreszfarbungen unter Verwendung eines anti-TRAIL-R1-Antikdrpers
(Mapatumumab (Mapa)) wiederholt (Abb. 12 a). Zur weiteren Kontrolle unspezifischer Bindungen erfolgte die
Farbung nur mit den Sekundarantikdrpern anti-Maus, anti-Mensch sowie anti-Kaninchen (Abb. 12 b). Als fluo-
reszenz-markierte sekundare Antikorper wurden Alexa-Fluor 546 (rot) und 488 (griin) eingesetzt und durch die
Hinzugabe des Hoechst-Farbstoffes die Zellkerne blau angefarbt.
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Abbildung 14: Uberpriifung der Spezifitit der anti-p53-Antikérper mittels Immunfluoreszenzfirbung. P53-KO-
Zellen (HCT 116 p53 -/-) wurden flr 24 h auf Deckgldaschen ausgesat und 24 h spater durch indirekte Immunflu-
oreszenzfarbung mit anschlieBender konfokaler LSM untersucht. Verwendet wurden als spezifische Primdranti-
korper gegen TRAIL-R2 Lexatumumab (Lexa) und HS5201 sowie gegen p53 FL-393 und DO-1. Als fluoreszenz-mar-
kierte sekundare Antikérper wurden Alexa-Fluor 546 (rot) und 488 (griin) eingesetzt und durch die Hinzugabe
des Hoechst-Farbstoffes die Zellkerne blau angeféarbt.

3.2 Uberpriifung der Interaktion zwischen TRAIL-R2 und p53 im Zellkern

Aufgrund der beschriebenen regulatorischen Funktionen von TRAIL-R2 und p53 in Bezug auf
den Prozess der Reifung von miRNAs im Zellkern als auch aufgrund der vorangegangenen Er-
gebnisse der Interaktion im Zellkern, wurde ein weiteres Verfahren durchgefiihrt, um die Ko-
lokalisation beider Proteine im Zellkern zu verifizieren. Hierfiir wurden, wie in Abbildung 15
dargestellt, flir Immunprazipitationen die jeweiligen Proteine aus Kernextrakten der HCT116
p53 +/+ Zellen mittels TRAIL-R1-spezifischen Antikorpern HS101 (Spur 4, Abb. 15 a) bzw.
Mapatumumab (Spur 1, Abb. 15 b) sowie TRAIL-R2-spezifischen Antikdrpern HS201 (Spur 5,
Abb. 15 a) bzw. Lexatumumab (Spur 2, Abb. 15 b) als auch p53-spezifischem Antikorper DO-
1 (Spur 3, Abb. 15 b) ausgefallt. Zudem wurden Kernlysate erstellt, bei denen Giber Immunpra-
zipitation der TRAIL-R2 entfernt wurde (Spur 1 vs. Spur 2, Abb. 15a). Aus diesen vorhandenen
Lysaten wurde zudem, vergleichbar mit einer ,Vorreinigung”, der TRAIL-R2 erneut prazipitiert.
(Spur 6, Abb. 15 a). Zur Kontrolle wurden die eingesetzten Antikdrper allein mit den Protein-

G-Sepharose-Beads inkubiert (Spur 7 u. 8, Abb. 15 a; Spur 4-6, Abb. 15 b), da die Antikoérper
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selbst jeweilige Banden hervorrufen konnen und diese vom eigentlichen Prazipitationsergeb-
nis zu unterscheiden sind. Die anschlieBende Analyse mittels elektrophoretischer Auftren-
nung und folgendem Western Blot erfolgte dann zur Untersuchung auf das Vorkommen von
TRAIL-R1, TRAIL-R2 sowie p53. Das Auftragen des alleinigen Kernlysats, welches nicht zur Im-
munprazipitation verwendet wurde, war notwendig, um die zu detektierenden Banden bzw.
das Molekulargewicht der untersuchten Proteine einzuordnen (Spur 1, Abb. 15 a). Dies ist in-
sofern wichtig, da es bei den Immunprazipitationen keine direkte Nachweismethode einer
gleichmaRigen Gelbeladung wie z.B. bei Gesamtzelllysaten mittels B-Aktin gibt. Anhand der
sich ergebenden Bandenintensitat ist jedoch ein Vergleich mdoglich.

Wir der Abbildung 6 zu entnehmen ist, lassen sich TRAIL-R1 bei den Prazipitationen mit HS101
(Spur 4, Abb. 15 a) und Mapatumumab (Spur 1, Abb. 15 b), TRAIL-R2 bei den Prazipitationen
mit HS201 (Spur 5, Abb. 15 a) und Lexatumumab (Spur 2, Abb. 15 b) sowie p53 bei den Prazi-
pitationen mit DO-1 (Spur 3, Abb. 15 b) nachweisen, was bestétigt, dass die Immunprazipita-
tion erfolgreich abgelaufen ist. Bei den Prazipitationen mit H5201 und Lexatumumab kann
eine deutliche Ko-Prazipitation von p53 gezeigt werden (Spur 5, Abb. 15 a; Spur 2, Abb. 15 b).
Im Gegensatz dazu kann p53 mit TRAIL-R1 nicht ko-prazipitiert werden (Spur 4, Abb. 15 a). In
den Lysaten, in denen der TRAIL-R2 zuvor durch Immunprazipitationsverfahren entfernt
wurde, prazipitiert der Antikorper nichts und die TRAIL-R2-Pazipitate aus den TRAIL-R2-deple-
tierten Zellen enthalten das p53-Protein nicht. (Spur 6, Abb. 15 a). Zusammengenommen
spricht dies fiir eine direkte Interaktion zwischen TRAIL-R2 und p53 im Zellkern. Fiir TRAIL-R2
wurde zudem bereits herausgefunden, dass dieser aufgrund von SpleiRvorgangen in zwei ver-
schiedenen Varianten exprimiert wird. Bei dem TRAIL-R1 ist nur eine Isoform bekannt. Bei
beiden Rezeptoren kann es durch post-translationale Modifikationen zu Proteinen verschie-
dener GroRe kommen. Diese Komplexbildung zwischen den beiden Todesrezeptoren bedingt,
dass es zu einer Ko-Prazipitation kommt, was sich z.B. darin zeigt, dass TRAIL-R2 in den Prazi-
pitaten von TRAIL-R1 nachgewiesen werden kann (Spur 4, Abb. 15 a). Vergleicht man die Pra-
zipitation mittels Lexatumumab, zeigt sich, dass dieser diejenige TRAIL-R2-Form prazipitiert,

die nicht mit dem TRAIL-R1 interagiert (Spur 1 vs. Spur 2, Abb. 15 b).
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Abbildung 15: Nachweis der nukledren Interaktion zwischen TRAIL-R2 und dem Tumorsuppressorprotein p53
mittels Immunprazipitation.

(a) Fur die Immunprazipitationen wurden aus HCT116 p53 +/+ Zellen Kernlysate erstellt. Die Prazipitation des
TRAIL-R1 und -R2 wurde mit den Rezeptor-spezifischen Antikérpern HS101 (Spur 4) sowie HS201 (Spur 5) durch-
gefiihrt. Darliber hinaus wurde der TRAIL-R2 durch einen zusatzlich vorab durchgefiihrten Immunprazipitations-
schritt aus den Kernlysaten entfernt (Spur 2 vs. Spur 1) und erhaltenes Lysat mit weiterem Immunprazipitations-
schritt analysiert (Spur 6, Abb. a). Zur Kontrolle wurden die eingesetzten Antikdrper nur mit den Protein-G-Se-
pharose-Beads inkubiert (Spur 7 u. 8).

(b) Es folgte die Durchfihrung einer weiteren Immunprazipitation, jedoch unter Verwendung anderer spezifi-
scher Antikorper. Hierflir wurden der TRAIL-R1 mittels Mapatumumab (,Mapa“; Spur 1) und der TRAIL-R2 mittels
Lexatumumab (,Lexa”; Spur 2) sowie dieses Mal auch das Tumorsuppressorprotein p53 durch DO-1 (Spur 3)
préazipitiert. Zur Kontrolle wurden die Antikorper ebenfalls alleinig mit den Beads inkubiert (Spur 4-6, Abb. b).

Beide Versuche wurden auf das Vorliegen von TRAIL-R1, -R2 und p53 durch das Western Blot Verfahren analy-
siert, wozu jeweils 10 pl des Lysats sowie 10 pg des nicht zur Immunprazipitation verwendeten Kernlysats auf-
getragen wurden (vgl. Spur 1 u. 2, Abb. a).

3.3 Einfluss des TRAIL-Rezeptorstatus auf die p53-Aktivitat

Die nachgewiesene Kolokalisation von Trail-R2 und p53 bedeutet nicht zwangslaufig, dass
auch gleichzeitig eine funktionelle gegenseitige Beeinflussung beider Proteine vorliegt. Um
nun herauszufinden, ob und an welchen Punkten der postulierte Einfluss des TRAIL-Rezeptor-
status auf das Tumorsuppressorprotein p53 greift, wurde sich zuerst dessen Aktivierung kon-

zentriert.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fir den Versuchsaufbau WT-p53 HCT 116 Zellen
untersucht, bei denen der TRAIL-R2 im Vorfeld mittels unterschiedlichen siRNAs transient her-
unterreguliert wurde. Als Kontrolle wurden Zellen mit einer negativ-Kontrolle transfiziert, in
denen somit kein Rezeptorknockdown hervorgerufen wurde. Parallel dazu wurde eine Vari-
ante verwendet, in der die Zellen mittels 10 uM 5-FU (5-Fluorouracil) stimuliert bzw. als Kon-
trolle nicht stimuliert wurden. Das zu den Antimetaboliten geh6rende Chemotherapeutikum
5-FU wird durch seine strukturelle Ahnlichkeit zu den Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin in
die DNA sowie zur Nukleinbase Uracil in die RNA eingebaut. So bewirkt es aufgrund der dann
fehlerhaft ablaufenden Protein- und DNA-Synthese eine Inhibierung der Zellteilung und folg-
lich eine Aktivierung von p53. Um sicherzustellen, dass der Rezeptor-Knockdown in den mit
siRNA gegen TRAIL-R2 transfizierten Zellen funktioniert hat, erfolgte der Nachweis per Wes-
tern Blot (s. Abb. 16). Wie die Abbildung 17 zeigt, kann in den Zellen, in denen der TRAIL-R2
transient herunterreguliert wurde, eine Steigerung der p53-Aktivitdt gemessen werden. Auf
die Kontrolle (Ksi) bezogen, ist die Aktivitdt des Tumorsuppressors so je nach verwendeter
siRNA 1,4- (On-Targetplus®) bzw. 1,6-fach (Silencer®Select) gesteigert. Zur weiteren Kontrolle
der Wertigkeit des Aktivitatsassays ist eine deutliche Aktivierung der p53-Aktivitat durch vor-

herige Behandlung mittels 5-FU sichtbar.
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Abbildung 16: Kontrolle des Trail-R1- und R2-Knockdowns. HCT 116 p53 WT Zellen wurden transient
mit TRAIL-R1 oder -R2-siRNA oder einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 48h Inkubationszeit wurden
die jeweiligen Proteinlevel via Westernblot bestimmt. Als Ladekontrolle wurde R-Aktin verwendet.

49



Ergebnisse

300

250 ~ 2,3-fach
200 -

1,6-fach
150 - 1,4-fach

100 - T T —

p53-Aktivitat [% der Kontrolle]

50 A

Ksi (OT) R2si (OT) Ksi (SiSe) R2si (SiSe) unbehandelt 5-FU

Abbildung 17: Untersuchung des Einflusses von TRAIL-R2 auf die Aktivierung von p53. Fiir den Versuch
wurden die HCT116 p53 +/+ Zellen transient mit zwei verschiedenen siRNAs (On-Targetplus® oder Silencer®Sel-
ect) gegen TRAIL-R2 (R2si) bzw. Kontrol-siRNA (Ksi) transfiziert. Nach 48h erfolgte die Erstellung von RIPA-Zellly-
saten und anschlieBend die Aktivitdtsbestimmung von p53 mittels kommerziellem p53-Aktivitdts-Assay
(TransAM® p53; Active Motif). Als Kontrolle wurden parallel unbehandelte bzw. fiir 24h mit 5-FU behandelte
HCT116 p53 +/+ Zelllysate analysiert. Die Messdaten sind Mittelwerte + Standardabweichung. OT: On-Target-
plus®-siRNA; SiSe: Silencer®Select siRNA; 5-FU: 5-Fluorouracil

3.4 Einfluss des TRAIL-R2-Status auf wichtige Targetproteine des Tumor-supp-

ressorproteins p53

Dass es bei einer Hemmung des TRAIL-R2 zu einer gesteigerten Aktivitat von p53 kommt,
brachte die Frage hervor, ob und inwiefern sich der Todesrezeptorstatus auch auf die Expres-
sion der p53-Zielgene des Tumorsuppressorproteins auswirkt bzw. der gezeigte Einfluss auf
p53 die weiteren Signalwege beeinflusst. Dazu wurden die WT-p53 exprimierenden HCT116-
Zellen transient mit unterschiedlichen siRNAs gegen TRAIL-R2 sowie Kontrol-siRNAs trans-
fiziert und die Expression von p53-Zielgenen mit Western Blot Analyse untersucht. Zum Ein-
satz kamen hierfiir Antikorper, die spezifisch die p53-Zielgene BAX, und p21 sowie den p53-
Regulator MDM2 erkennen. Bei einem Knockdown des TRAIL-R2 kam es in den HCT116 p53
+/+ Zellen zu einer klaren Steigerung der BAX-Expression, die in den p53-knockout Zellen nicht
zu sehen war. Ebenfalls von Interesse war das MDM?2, welches bereits in der Einleitung als

wichtigster negativer Regulator von p53 beschrieben wurde. Durch die Eigenschaft aktiviertes
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WT p53 direkt binden und tiber Ubiquitinierung den Abbau von p53 initiieren zu kénnen, sin-
ken die p53-Level binnen kurzer Zeit wieder ab. Wie die Abbildung 18 zeigt, flihrt eine Herun-
terregulation von TRAIL-R2 zu erhéhten Leveln von MDM2. In den p53-knock-out-Zellen las-
sen sich ebenfalls schwache Bandenmuster nachweisen, der steigernde Effekt der TRAIL-R2-
Hemmung auf das MDM2 ist hier allerdings hochstens minimal zu erkennen. Als weiteres Ziel-
gen sollte p21 untersucht werden. Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, flihrt der Knockdown von
TRAIL-R2 in den WT-p53-tragenden Zellen zu einer deutlichen Zunahme der p21-Expression.
Die dargestellten Ergebnisse konnten durch Verwendung einer anderen siRNA bestatigt wer-
den, wobei sich auf eine Analyse des Zellzyklusregulators p21 beschrankt wurde und andere
p53-Zielgene nicht nochmals untersucht wurden. Zudem wurde die Analyse um den TRAIL-R1
erweitert, um die Sensitivitat des TRAIL-R2-Effekts zu liberprifen. Auch hier ist wieder eine
deutliche Hochregulation der p21-Expression als Folge des TRAIL-R2-knockdowns zu verzeich-

nen, wahrend der Knockdown von TRAIL-R1 keinen Effekt auf die Expression von p21 zeigt.
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Abbildung 18: Analyse der Auswirkung einer TRAIL-R2-Hemmung auf ausgewdhlte p53-Targetproteine. Die
HCT 116 p53 +/+ und -/- Zellen wurden mit unterschiedlichen siRNAs gegen den TRAIL-R2 sowie einer Kontroll-
siRNA fir 48 h transfiziert. Anschliefend erfolgte die Erstellung von Ganzzelllysaten, die im Weiteren mittels
Western Blot Analyse und unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen MDM?2, BAX und p21 sowie zur Kon-
trolle der Knockdowns gegen TRAIL-R1 und -R2 untersucht wurden. Zur Elektrophorese wurden jeweils
10 ug Protein aus Gesamtzelllysaten auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als Ladekontrolle erfolgte die Uberpriifung der
Expression von B-Aktin.
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3.5 Einfluss des TRAIL-R2-Status auf die Aktivitdat des p21-Promotors

Die deutlich héhere Expression von p21 in den HCT 116 p53 +/+ Zellen, bei denen zuvor der
TRAIL-R2 herunterreguliert wurde, sollte erweitert eruiert werden. Hierzu wurden Promotor-
Aktivitats-Assays durchgefiihrt, mit denen untersucht werden sollte, ob ein Rezeptorknock-
down zu einer erhéhten transkriptionellen Aktivitat von p53 flhrt. Das Assay untersucht nun
die Regulation der Promotorexpression. Mit den siRNAs On-Targetplus® oder Silencer®Select
gegen den TRAIL-R2 sowie der Kontroll-siRNA wurden die kolorektalen Zellen HCT 116 p53 +/+
und HCT116 p53 -/- flr 48 h behandelt. Es werden Konstrukte produziert, welche die regula-
torische Einheilt des Zielproteins gekoppelt an eine Sequenz mit Luziferase-codierender DNA
enthalten. Ein weiteres Konstrukt enthalt das Protein, welches vermutet wird, die Transkrip-
tion von p53 zu beeinflussen. AnschlieBend werden die Zellen mit beiden Konstrukten trans-
fiziert. Wenn eine Herunterregulation der Transkription durch das Protein stattfindet, werden
die Zellen weniger Luziferase exprimieren, es folgt ein schwacheres/gar kein Lichtsignal. Fin-
det eine Heraufregulation statt, wird ein starkeres Lichtsignal detektierbar sein. In dieser Ar-
beit wurden so p21-Promotoren verwendet, die entweder eine vorhandene oder eine dele-

tierte p53-Bindungsstelle trugen (s. Abb. 19).

HH a) p21-luc

-v% b) p21 A p53-BS1-luc
5 VNS 3
#ﬁé ¢) p21 A p53-BS2-luc

3

-:—ﬁi d) p21 A p53-BS1- und 2-luc

Abbildung 19: Schematische Darstellung der p21-Konstrukte. Gezeigt sind die verwendeten p21-Promotoren.
p21-lucist der unveranderte Promotor (a), p21 A p53-BS1- oder 2-luc mit jeweils einer deletierten p53-Bindungs-
stelle (b und c) und p21 A p53-BS1- oder 2-luc mit zwei deletierten p53-Bindungsstellen.

Die Aktivitat der Luziferase wurde mithilfe eines Luminometers gemessen. Es konnte gezeigt

werden, dass der Knockdown des TRAIL-R2 zu einer Verdopplung der Aktivierung des p21-
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Promotors fuhrt (Abbildung 20). Dieser Effekt ldsst sich in den Zellen reproduzieren, in denen
der p21-Promotor zwei Bindungsstellen fiir p53 enthalt. Entfernt man eine dieser Bindungs-
stellen fiir p53, verringert sich die Aktivitat des p21-Promotors drastisch. Interessanterweise
ist hier allerdings nach wie vor ein Unterschied der Promotoraktivitdt zwischen der Kontrolle
(Ksi) und dem herunterregulierten TRAIL-R2 (R2si) bestdndig. In den Zellen mit p21-Promoto-
ren ohne jegliche p53-Bindungsstellen ist nicht nur die zuvor beobachtete Promotoraktivie-
rungssteigerung nicht mehr sichtbar, die Unterschiede zwischen der Kontrolle und dem ge-

hemmten TRAIL-R2 haben sich ebenfalls angeglichen.
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Abbildung 20: Untersuchung des Einflusses der TRAIL-R2-Hemmung auf die Aktivierung des p21-Promotors.
Die HCT116 p53 +/+ Zellen wurden flr 48h transient mit On-Targetplus® siRNA gegen TRAIL-R2 bzw. mit Kontroll-
siRNA transfiziert. Darauf folgte fiir weitere 24h eine Transfektion mit Plasmiden, die das Luziferasegen unter
der Kontrolle des p21-Promotors trugen. Verwendet wurden p21-Promotoren, die zwei p53-Bindungsstellen
(p21-luc), jeweils eine deletierte p53-Bindungsstelle (p21 A p53-BS1- oder 2-luc) oder zwei deletierte p53-Bin-
dungsstellen trugen (p21 A p53-BS1+2-luc). Die mittels Luminometer gemessenen Werte stellen Mittelwerte +
Standardabweichung dar. Die ermittelten Ergebnisse sind gegen den Kontroll-Renilla-Reporter normalisiert.
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Um die durch die vorherigen Ergebnisse postulierten Abhangigkeit der Resultate vom p53-
Status zu untermauern, wurde das Luziferase-Assay unter Verwendung des gesamten p21-
Promotors (p21-luc) sowie mit deletierten p53-Bindungsstelle (p21 A p53-luc) fiir die WT-p53-
tragenden HCT 116 Zellen wiederholt als auch fiir p53-KO-HCT 116 Zellen durchgefiihrt (Ab-
bildung 21). Eine Hemmung des TRAIL-R2 bewirkt in den Wildtyp p53-tragenden HCT 116-
Zellen, nicht aber in den p53-KO-Zellen eine Aktivierung des p21-Promotors. Unter Weg-
nahme der p53-Bindungsstellen ist diese Aktivierung nicht mehr zu verzeichnen (siehe vorhe-
riger Versuchsaufbau). Interessanterweise zeigt sich bei den p21 A p53-luc-Zellen eine p53-

unabhangige Reduktion der p21-Promotoraktivitdt innerhalb der KO-p53-Zellen.

HCT 116 p53 +/+ HCT 116 p53 -/-
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Abbildung 21: Untersuchung des Einflusses des TRAIL-R2-Knockdowns auf die Aktivierung des p21-Promotors
in Abhdngigkeit vom p53-Status. Die HCT116 p53 +/+ sowie p53 -/- Zellen wurden fiir 48h transient mit On-
Targetplus® siRNA gegen TRAIL-R2 bzw. mit Kontroll-siRNA transfiziert. Darauf folgte die Transfektion der p21-
Plasmide, an die das Luziferasegen gekoppelt wurde. Verwendet wurden die p21-Promotoren mit (p21-luc) so-
wie ohne (p21 A p53-luc) p53-Bindungsstellen. Die mittels Luminometer gemessenen Werte stellen Mittelwerte
+ Standardabweichung dar. Die ermittelten Ergebnisse sind gegen den Kontroll-Renilla-Reporter normalisiert.

Um die Bedeutung von endogenem TRAIL auf die p53-Aktivitat zu untermauern, wurden wei-
tere Luziferase-Assays durchgefiihrt, bei denen zur Hemmung von TRAIL ein neutralisierender
anti-TRAIL-Antikorper eingesetzt wurde (Abbildung 22). Die Transfektion der WT- und KO-p53-
tragenden HCT 116 Zellen erfolgte erneut unter Verwendung der p21-Promotoren mit (p21-
luc) oder ohne (p21 A p53-luc) p53-Bindungsstellen. Der Hemmung von TRAIL zeigt keinerlei
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Veranderungen in Hinsicht auf die Aktivierung des p21- Promotorstatus in den HCT 116 p53
+/+ Zellen. Der bereits beobachtete Effekt einer gesteigerten p21-Promotoraktivierung durch
TRAIL-R2-Knockdowns, sowie die Erkenntnis, dass dieses Ergebnis in p53-KO-Zellen nicht mehr
zu verzeichnen ist, kann hier reproduziert werden. Trotzdem ist auch hier eine niedrige, aber
vorhandene basale Aktivitdt des p21-Promotors in den p53-deletierten Zellen zu messen.
Dabei findet sich allerdings der Unterschied, dass unter Ausschalten des endogenen TRAIL
keine Messunterschiede zwischen den Promotoren mit oder ohne p53-Bindungsstelle
auftreten und damit die zuvor p53-unabhdngige gehemmte p21-Promotoraktivitat
aufgehoben wird. Hier wird jedoch ersichtlich, dass die Neutralisation des endogenen TRAIL
die Hemmung der Aktivitdt des p21-Promotors in den p53-KO-Zellen aufhebt.
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Abbildung 22: Untersuchung des Einflusses der TRAIL-R2-Hemmung auf die Aktivierung des p21-Promotors in
Abhadngigkeit vom p53-Status sowie endogenem TRAIL. Die HCT116 p53 +/+ sowie p53 -/- Zellen wurden fir
48h transient mit On-Targetplus® siRNA gegen TRAIL-R2 bzw. mit Kontroll-siRNA transfiziert. Darauf folgte die
Transfektion der p21-Promotoren, an die das Luziferasegen gekoppelt wurde. Verwendet wurden die p21-Pro-
motoren mit p53-Bindungsstellen (p21-luc). Um die Hemmung von TRAIL zu erzielen, wurde ein neutralisierender
anti-TRAIL-Antikorper eingesetzt. Die mittels Luminometer gemessenen Werte stellen Mittelwerte + Stan-
dardabweichung dar. Die ermittelten Ergebnisse sind gegen den Kontroll-Renilla-Reporter normalisiert.

3.6 Einfluss von TRAIL-R2 auf die p53-vermittelte Proliferations- sowie EMT-

Regulation
Wie in der Einleitung erlautert, besteht ein negativer Feedbackmechanismus zwischen den
Mitgliedern der miR-200- sowie der ZEB-Familie. Interessanterweise konnte zudem herausge-
funden werden, dass das Tumorsuppressorprotein p53 dazu fahig ist, miR-200 hoch zu regu-
lieren und damit indirekt hemmenden Einfluss auf die epitheliale-mesenchymale Transition
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ausiiben kann 19, Da TRAIL-R2 p53 reguliert, sollte daher {iberpriift werden, ob sich eine An-
derung des TRAIL-Rezeptorstatus auch auf diesen Regelkreis auswirkt. Zundchst wurden die
miR-200-Level in Abhangigkeit vom TRAIL-Rezeptorstatus untersucht. Hierzu wurden die HCT
116 p53 +/+ und -/- Zellen fir 48 h transient mit der gegen TRAIL-R2 gerichteten siRNA bzw.
einer Kontrolle transfiziert. Anschliefend wurde die RNA aus den Zellen mithilfe des mirVana
miRNA lIsolation Kits nach Herstellerprotokoll isoliert und die enthaltene RNA-Konzentration
per NanoDrop spektralphotometrisch bestimmt. In Kooperation mit Prof. Thomas Brabletz
(FAU-Universitat, Erlangen) fanden die weiteren Untersuchungen mit Real Time PCR. Wie der
Abbildung 23 zu entnehmen ist, bringt die Hemmung der TRAIL-R2-Expression in den p53-
exprimierenden Zellen eine Steigerung der Expressionsstarke von miR-200-Familienmitglie-
dern hervor. In den KO-p53 Zellen zeigt sich dieser Effekt genau umgekehrt, sodass hier die
Rezeptorhemmung zu einer verminderten miR-200-Expression fuihrt. Generell liegt in den HCT
116 p53 -/- Zellen auch in den Kontrollen eine teils sogar hohere oder dhnliche basale miRNA-

Expression vor, als in denen mit positivem p53-Status.
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Abbildung 23: Analyse des Effekts der TRAIL-R2-Hemmung auf die Expression ausgewahlter miR-200-Familien-
mitglieder. Nach der siRNA-Transfektionen von HCT 116 p53 +/+ sowie -/- Zellen gegen TRAIL-R2 bzw. einer
Kontroll-siRNA wurde die RNA aufgereinigt und vertretungsweise die Expressionsstarke zweier Mitglieder der
miR-200-Familie mittels Real Time PCR analysiert. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Die Sternmarkie-
rungen zeigen signifikante Expressionsunterschiede zwischen den Kontroll- und spezifischen Transfektionen. (*)

entspricht einem P-Wert <0,05, (***) entspricht einem P-Wert <0,001.
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Um festzustellen, inwieweit der TRAIL-Rezeptorstatus Einfluss auf den Regelkreis zwischen
p53, miR-200 sowie ZEB-Faktoren und damit auf den Prozess der EMT auslibt, wurde erneut
mithilfe des Luziferase-Assays gearbeitet. Die verwendeten miR-200c-Promotorkonstrukte
wurden in Kooperation mit Prof. Heiner Schafer (Labor fir Molekulare Gastroenterologie, |.
Medizinische Klinik, CAU Kiel) erstellt. Die kolorektalen HCT 116 p53 +/+ und HCT 116 p53 -/-
Zellen wurden fiir 48 h mit der siRNA gegen den TRAIL-R2 bzw. der Kontroll-siRNA behandelt.
AnschlieBend erfolgte fir zusatzliche 24 h die Plasmidtransfektion. Die Plasmide enthielten
einen miR-200c-Promotor sowie daran gekoppelt das Luziferasegen Zur Verwendung standen
verschiedene miR-200c-Konstrukte, die entweder p53- sowie ZEB-Bindungsstellen enthielten
oder in denen diese jeweils deletiert wurden (Abbildung 25). Parallel zu den Luziferase-Assays
wurden auch Gesamtzelllysate erstellt, die in einer Western Blot Analyse auf die Expression
von ZEB-1 und E-Cadherin geprift wurden (Abbildung 24). Hier ist zu sehen, dass die Herun-
terregulation von TRAIL-R2 in den HCT 116 p53 +/+ Zellen zur einer starken Abnahme der
Mengen von ZEB-1 flihrt, wahrend dieses Resultat in den KO-p53-Zellen kaum sichtbar ist. Des
Weiteren ist in den WT-p53- im Gegensatz zu den p53-negativen Zellen nach Hemmung von

TRAIL-R2 eine Erh6hung der Expression an E-Cadherin zu verzeichnen.
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Abbildung 24: Analyse der Auswirkung einer Hemmung des TRAIL-R2 auf die zentralen EMT-Proteine ZEB-1
und E-Cadherin. Die HCT 116 p53 +/+ und -/- Zellen wurden mit Kontroll- sowie gegen TRAIL-R2 gerichteter siRNA
flr 48 h transfiziert. Anschliefend erfolgte die Erstellung von Ganzzelllysaten, die im Weiteren mittels Western
Blot Analyse und unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen ZEB-1 als auch E-Cadherin sowie zur Kontrolle
des Knockdowns gegen TRAIL-R2 untersucht wurden. Zur Elektrophorese wurden jeweils 10 pg Protein aus den
Gesamtzelllysat auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als Ladekontrolle wurde die Expression von B-Aktin iberprift.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der mi-R-200c-Konstrukte. Gezeigt sind die verwendeten mi-R-200c-
Promotoren. P717 enthélt keine p53-, jedoch die ZEB-1-Bindungsstellen; p736 enthalt weder p53- noch ZEB-1-

Bindungsstellen; F1 p717 entspricht dem Promotor p717 mit zusatzlichen p53-Bindungsstellen; F1 p736 ent-
spricht dem Promotor p736, enthilt allerdings keine ZEB-1-Bindungsstellen mehr.
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In dem ersten Promotor-Aktivitats-Assay kann gezeigt werden, dass es unter TRAIL-R2-Knock-
down zu einer Zunahme des miR-200c-Promotoraktivitdt kommt (Abbildung 26). Diese gestei-
gerte Aktivitat potenziert sich abermals, wenn ein Promotor untersucht wurde, der keine ZEB-
1-Bindungsstelle enthélt (entspr. Promotor ,,p736“). Fiigt man nun p53-Bindungsstellen in den
miR-200c-Promotor ein, wird ersichtlich, dass die Promotoraktivitdt nochmals deutlich erhéht
wird und auch das Entfernen der ZEB-1-Bindungsstellen dieses Resultat steigert (Abbildung
27). Auch in den KO-p53-Zellen ist der Anstieg der Promotoraktivitat unter Wegnahme der
ZEB-Bindungsstellen sowie herunterreguliertem TRAIL-R2 ebenfalls zu sehen, jedoch schwa-

cher ausgepragt als in den WT-p53-Zellen (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Analyse des Einflusses von TRAIL-R2 auf die ZEB- und p53-vermittelte Regulation der Aktivitdt
des miR200c-Promotors in WT-p53-Zellen. Die HCT116 p53 +/+ Zellen wurden fiir 48 h transient mit siRNA gegen
TRAIL-R2 bzw. mit Kontroll-siRNA transfiziert. Darauf folgte fiir weitere 24 h die Transfektion mit den Luziferase-
gen-gekoppelten miR-200c-Promotoren. Verwendung fanden miR-200c-Promotoren, die keine p53-Bindungs-
stellen und entweder vorhandene (p717) oder entfernte (p736) ZEB-Bindungsstellen vorwiesen. Die mittels Lu-
minometer gemessenen Werte stellen Mittelwerte + Standardabweichung einer Versuchsreihe als reprasentati-
ven Versuch dar.
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Abbildung 27: Analyse des Einflusses von TRAIL-R2 auf die ZEB- und p53-vermittelte Regulation der Aktivitat
des miR200c-Promotors in WT-p53- und KO-p53-Zellen. Die HCT116 p53 +/+ und -/- Zellen wurden fir 48 h
transient mit Kontroll- sowie gegen TRAIL-R2 gerichteter siRNA transfiziert. Darauf folgte fiir weitere 24 h die
Transfektion mit den Luziferasegen-gekoppelten miR-200c-Promotoren. Verwendet wurden hierbei miR-200c-
Promotoren, die jeweils p53-Bindungsstellen und entweder vorhandene (F1p717) oder entfernte (F1p736) ZEB-
Bindungsstellen vorwiesen. Die mittels Luminometer gemessenen Werte stellen Mittelwerte + Standardabwei-
chung einer Versuchsreihe als reprasentativen Versuch dar.
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4.1 TRAIL-2 beeinflusst das Tumorsuppressorprotein p53

4.1.1 TRAIL-R2 und das Tumorsuppressorprotein p53 kolokalisieren im Zellkern

Neben der bekannten Tatsache, dass p53 im Zellkern vorkommt %%, konnte gezeigt werden,
dass dies ebenfalls fiir den TRAIL-R2 gilt ®> und dass der Todesrezeptor eines der transkriptio-
nellen Zielgene von p53 darstellt 1. Nun ergab sich die Fragestellung, ob auch umgekehrt das
Vorhandensein des TRAIL-R2 einen Einfluss auf das Tumorsuppressorprotein hat bzw. beide
Proteine miteinander interagieren, wozu die intrazelluldre Distribution beider Proteine unter-
sucht wurde. Hierflr konnte zunachst anhand der Immunfluoreszenzfarbungen mit den kolo-
rektalen Zelllinie HCT 116 in der WT-p53-Form gezeigt werden, dass beide Proteine in der Tat
kolokalisierend im Zellkern vorliegen (Abbildung 12 a u. c¢). Durch die Auswertung der Hoch-
durchsatzmikroskopie (ImageStream®) liel sich das Ergebnis einerseits reproduzieren sowie
zusatzlich quantifizieren, sodass in 62% der gesamten untersuchten Zellen der TRAIL-R2 mit
dem Tumorsuppressorprotein p53 im Zellkern kolokalisiert (Abbildung 12 b). Dass nicht 100%
der Zellen eine Interaktion der beiden untersuchten Faktoren zeigen, kénnte dadurch erklar-
bar sein, dass sowohl TRAIL-R2 als auch p53 in ein komplexes Netzwerk aus molekularen Sig-
nalketten verwickelt sind. P53 steht, wie bereits erwahnt, unter standigem hemmenden sowie
degradierenden Einfluss des negativen Regulators MDM2 1%, Ein Teil des p53, welcher zum
Zeitpunkt der Untersuchung in den Zellen nicht an TRAIL-R2 gebunden vorlag, kdnnte mit an-
deren Proteinen komplexiert haben und daher einem Nachweis der Kolokalisation entgangen
sein. Zudem ist flr TRAIL-R2 sowie p53 bekannt, dass sie mit den Proteinen des Mikropro-
zessorkomplexes im Zellkern interagieren und an der Reifung von miRNAs beteiligt sind 6>19,
Da in der vorliegenden Arbeit primar die Interaktion zwischen TRAIL-R2 und p53 eruiert wer-
den sollte, wurden keine weiteren Farbungen gegen etwaige andere Proteine durchgefihrt,
mit denen gleichzeitig eine Kolokalisation im Kern moglich sein kdnnte und wodurch eine nicht
hundertprozentige Kolokalisation beider Proteine in allen Zellen erklart ware. Interessanter-

weise ist beschrieben worden, dass der TRAIL-R2 in malignen Geweben vermehrt exprimiert
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wird und diese erhohte Expression mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten einher-
geht 1011077109 Es wird daher davon ausgegangen, dass Tumorzellen den TRAIL-R2 zum Uber-
leben brauchen bzw. durch diesen einen Uberlebensvorteil erhalten. Bisher ist keine Zelllinie
mit TRAIL-R2-Knockout bekannt und konnte auch in unserer Arbeitsgruppe bisher nicht etab-
liert werden. Dadurch entfiel die Moglichkeit, genauere Kontrollen durchzufiihren, ob der
TRAIL-R2-Antikorper falschlicherweise den Tumorsuppressor p53 erkannt hat. Entgegen die-
ser Annahme sprechen allerdings die Bereiche in den Farbungen, in denen jeweils p53 und
TRAIL-R2 getrennt voneinander vorliegen. Wiirde der anti-TRAIL-R2-Antikdrper irrtimlicher-
weise p53 binden, wiirden wir keine einzeln vorliegenden Proteinfarbungen erwarten. Zusam-
mengenommen kann dies als Anhaltspunkt genutzt werden, dass die Ergebnisse nicht auf-
grund einer Kreuzreaktivitat des anti-TRAIL-R2-Antikdrpers zustande gekommen sind (Abbil-
dung 12 a u. c¢). Zur weiteren Verifizierung wurde die Immunfluoreszenzanalyse unter Verwen-
dung verschiedener Antikorper gegen TRAIL-R2 (HS201 und Lexatumumab) sowie gegen p53
(FL393 und DO-1) wiederholt (Abbildung 12 c). Zu sehen ist erneut durch Uberlagerung der
Einzelfarbungen ein Bild, in denen die gelben Spots die Orte der Kolokalisation zwischen
TRAIL-R2 und p53 darstellen. Eine derart enge raumliche Nahe kann bereits hinreichend da-
hingehend interpretiert werden, dass beide Proteine nicht nur rdaumlich zusammen im Zell-
kern vorliegen, sondern auch direkt miteinander interagieren. Um dennoch mogliche Fehler-
guellen auszumachen, wurden die Versuche unter alleiniger Verwendung der sekundaren An-
tikdrper wiederholt. Hierunter waren keine Signale erkennbar, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass die sekundaren Antikorper jeweils spezifisch gebunden haben (Abbildung
12 b). Die Farbungen wurden als weiterer Versuchsansatz mit den HCT 116 p53 -/- Zellen wie-
derholt. Auch so zeigten sich keine Signale einer Kolokalisation, sodass mogliche falsch posi-
tive Ergebnisse aufgrund einer Kreuzreaktivitdt des anti-p53-Antikérpers mit TRAIL-R2 ausge-
schlossen werden kdénnen (Abbildung 13). Zuletzt sollte analysiert werden, ob es zudem ein
gleichzeitiges Vorkommen von TRAIL-R1 und p53 im Zellkern gibt, wofiir die Immunfluores-
zenzanalysen mit dem TRAIL-R1-spezifischen Antikérper Mapatumumab durchgefiihrt wur-
den. Es zeigten sich keine Bereiche, in denen beide Proteine kolokalisieren. Dafiir ist die intra-
zelluldre Verteilung beider Proteine erkennbar: TRAIL-R1 befindet sich auf der Zellmembran
sowie im Zytoplasma und p53 im Zellkern (Abbildung 12 a). Dass der TRAIL-R1 neben seiner
plasmamembrangebundenen Lokalisation zu groBen Teilen auch im Zytoplasma vorkommt,

ist bereits bekannt 646>, Es gibt jedoch auch Beschreibungen, dass TRAIL-R1 zu 12 % im Nukleus
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von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom-Zellen lokalisiert ist 62110, In den vorliegenden Versu-
chen liel§ sich jedoch eine Kolokalisation zwischen TRAIL-R1 und p53 nicht nachweisen. Eine
weitere Frage ware jedoch zudem, ob die Lokalisation der TRAIL-Rezeptoren von der Krebsen-
titat per sé abhangig ist und dadurch jeweils differente Vorteile fiir die unterschiedlichen Zell-
gruppen mit sich bringt. Dies erfordert, die Versuche mit anderen Krebszelllinien zu wieder-
holen.

Um die intranukledre Interaktion zwischen TRAIL-R2 und p53 zu verifizieren, wurden Immun-
prazipitationen durchgefiihrt. Dieses Verfahren ermdglichte uns herauszufinden, ob beide
Proteine in einem Proteinkomplex vorkommen. Dafiir wurden der TRAIL-R2 mit HS201 sowie
Lexatumumab und p53 mit DO-1 prazipitiert. Zudem erfolgte die Prazipitation des TRAIL-R1
mit H5101 und Mapatumumab. Die Analyse der Immunprazipitate erfolgte anschlieRend per
Western Blot Analyse. Firr die Versuche wurden Kernlysate aus den HCT 116 p53 +/+ Zellen
verwendet, die zuvor keine Behandlung mittels Chemotherapeutikum oder Hemmung von
MDM2 zur starkeren p53-Aktivierung erfahren haben. Daher sind alle Ergebnisse aufgrund der
alleinigen Anwesenheit des Tumorsuppressorproteins zu werten (Abbildung 15 a und b). In
den Abbildungen zu sehen ist, dass bei den Prazipitationen mit HS201 und Lexatumumab p53
deutlich mit-prazipitiert wurde. Die Sensitivitat der stattgefundenen Komplexbildung kann
durch die Verwendung zweier Antikorper als erhoht betrachtet werden. Zusatzlich stand er-
neut die Frage im Raum, ob die Ergebnisse aufgrund einer Kreuzreaktivitat der anti-TRAIL-R2-
Antikorper mit dem p53-Protein zustande gekommen sein kénnten. Da fiir die Experimente,
wie bereits erwahnt, jedoch keine Knockout-TRAIL-R2-Zellen vorhanden waren, bedienten wir
uns eines anderen Verfahrens: In einer der eigentlichen IP vorangestellten ,Vor-Immunprazi-
pitation” wurde mithilfe eines spezifischen Antikorpers TRAIL-R2 aus den Lysaten entfernt. Im
Western Blot ist zu sehen, dass dieser Vorgang erfolgreich ablief (Abbildung 15 a) und so die
TRAIL-R2-depletierten Lysate zum Vergleich zu den nicht verdanderten Lysaten fiir die eigent-
liche Immunprazipitation eingesetzt werden konnten. Interessanterweise ist in der finalen
Analyse eindeutig erkennbar, dass es in den urspriinglichen, also TRAIL-R2-enthaltenen Zellen
zu einer Komplexbildung mit dem p53-Protein kommt, wohingegen dieses, in den TRAIL-R2-
deletierten Zellen nicht mehr mit prazipitiert wird (Abbildung 15 a). Des Weiteren konnte der
Tumorsuppressor auch mit keinem der TRAIL-R1-spezifischen Antikdrper ko-prazipitiert wer-
den. Dies stitzt die bisherigen Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse, dass keine Interak-
tion zwischen Trail-R1 und p53 in den untersuchten Zelllinien stattgefunden hat. Auch wenn
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bereits beschrieben wurde, dass es in verschiedenen Krebszellen zu einer p53-abhdngigen
Heraufregulation des TRAIL-R1 kommen kann °, kénnen die Resultate dieser Arbeit dies fiir
den Nukleus bisher nicht bestatigen. Die Ergebnisse beider Versuchsaufbauten sprechen zu-
sammengenommen fir eine Interaktion des TRAIL-R2 mit p53 im Zellkern und lassen vermu-
ten, dass es dadurch auch eine funktionelle Beeinflussung gibt. In weiteren Daten unserer Ar-
beitsgruppe konnte auch mit einer anderen Zelllinie die besagte Interaktion nachgewiesen
werden. Hierbei handelt es sich um die temperatursensitive Form von ASPC-1-Zellen, die eine
hohere Menge an p53 und TRAIL-R2 exprimieren als die kolorektalen HCT 116 p53 +/+ Zellen
und aufgrund dessen eine effizientere Prazipitation erlauben'!?, Dies bestitigt zudem eine In-
teraktion beider Proteine in verschiedenen Krebsentitdten. Ob diese Interaktion in einer di-
rekten oder indirekten Protein-Protein-Verbindung begriindet liegt, erfordert weitere Unter-
suchungen.

Fiir die beiden TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 ist hinreichend beschrieben, dass sie in den Zellker-
nen verschiedener maligner Zellen zu Komplexen zusammengelagert sind und interagieren *
sowie bei einer Erbgutschidigung in WT-p53-Zellen vermehrt exprimiert werden 16112, Uber-
dies ist flr den TRAIL-R4, der eine anti-apoptotische Funktion ausfiihrt, herausgefunden wor-
den, dass dieser spezifisch heteromere Komplexe mit dem TRAIL-R2 bilden kann %3, Denkbar
wire nun aufgrund der genannten Uberschneidungspunkte ebenfalls die Vermutung, dass ei-
nerseits der TRAIL-R1 aber auch der TRAIL-R4 Einfluss auf die intranukledren Funktionen des
TRAIL-R2 und damit genauso auf dessen Interaktion mit dem p53-Protein nehmen. Die vorlie-
genden Ergebnisse sprechen bisher jedoch dafiir, dass p53 und TRAIL-R1 zumindest in der WT-
p53-exprimierenden kolorektalen Zelllinie HCT 116 nicht interagieren. Eine Behandlung der
Zellen mit einem Chemotherapeutikum oder Hemmung des MDM2 (z.B. mit Nutlin-3), um
eine hohere Expression von p53 zu induzieren, sodass keine Aussage dariiber getroffen wer-
den kann, ob die Interaktion zwischen TRAIL-R1 und p53 aufgrund moglicher anderer, konkur-
rierender Bindungspartner erst ab einer bestimmten Konzentration des p53-Proteins zu-
stande kommen kann. Ebenso wurde eine mogliche Interaktion mit dem TRAIL-R4 in dieser
Arbeit nicht untersucht. Den vielen Einflussfaktoren kénnte zuerst nachgegangen werden, in-
dem man eine Erweiterung der bisherigen Immunprazipitationen durchfihrt. TRAIL-R1 und -
R4 wiirden transient herunterreguliert und mit unbehandelten Zellen nach Prazipitation des
TRAIL-R2 prazipitiert verglichen werden. So wiirde eine mogliche Komplexbildung zwischen
den jeweiligen Proteinen sowie Unterschiede je nach vorhandenem oder gehemmten TRAIL-
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R1 bzw. -R4 sichtbar werden und anschlieRend, bei positiven Ergebnissen, erneut der Einfluss
einer TRAIL-R2-Hemmung auf die moglichen Interaktionen ein genaueres Verstandnis des
komplexen Netzwerks zwischen den Todesrezeptoren und dem Tumorsuppressorprotein er-

bringen.

4.1.2 Die Hemmung des TRAIL-R2 fiihrt zu einer gesteigerten Aktivierung des Tu-
morsuppressorproteins p53
Wie schon erwahnt, ist es bekannt, dass eine Aktivierung von p53 zu einer vermehrten Expres-
sion des TRAIL-R2 fiihrt. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Kolokalisation der beiden Pro-
teine im Zellkern war die Frage auf, ob TRAIL-R2 einen direkten Einfluss auf p53 ausiibt und
damit seine Funktion beeinflusst. Dazu wurde in WT-p53-Zellen der TRAIL-R2 transient herun-
terreguliert und die Aktivitat von p53 mittels kauflich erworbenem Assay analysiert. Hierbei
flihrte der Rezeptorknockdown unter Verwendung zweier verschiedener siRNAs gegen TRAIL-
R2 zu einer Steigerung der p53-Aktivitat. Zur Kontrolle sowie um eine Einschatzung zu erhal-
ten, welche Wertigkeit dieser Anstieg besitzt, wurden parallel unbehandelte sowie mit 5-FU
behandelte HCT 116 p53 +/+ Zellen untersucht. Das Chemotherapeutikum fuhrt zu einer Ak-
tivierung von WT p53 %4, sodass sich im Vergleich zu den unbehandelten Zellen wie erwartet
ein deutlicher Anstieg der Tumorsuppressoraktivitat nach Behandlung zeigt. Absolut gesehen,
zeigt sich dieser Anstieg in den mit 5-FU behandelten Zellen gréRBer, als in denen mit R2-Knock-
down, weswegen es interessant ware zu schauen, ob eine Kombination beider Faktoren, also
eine gleichzeitige Rezeptorhemmung sowie eine 5-FU-Behandlung in WT-p53-Zellen, zu einer
noch intensivierten Aktivitatsvermehrung des Tumorsuppressors fiihren kénnte. Diesem An-
satz wurde in der vorliegenden Arbeit nicht nachgegangen. AulRerdem fanden keine weiteren
Zelllinien als die HCT 116 p53 +/+ Zellen Verwendung fur die Aktivitatsassays, sodass keine
Aussagen dariiber getroffen werden kénnen, ob es unterschiedliche Auspragungen in ver-
schiedenen WT-p53-exprimierenden Krebszellen gibt. Zuletzt wurde in diesem Versuch der
TRAIL-R2 fiir 48 h transient herunterreguliert. Da bekannt ist, dass der negative Regulator
MDM?2 ziigig nach p53-Hochregulation aktiv wird 4, kénnte geschaut werden, ob auf der einen
Seite ein Knockdown des TRAIL-R2 fiir kiirzere Zeit ebenso effektiv bezliglich der p53-Aktivie-
rung ist und ob auf der anderen Seite eine Behandlung mit Nutlin-3 zur Blockade von MDM?2

diesen Effekt zusatzlich potenziert.
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4.2 Der TRAIL-2-Rezeptor beeinflusst das Tumorsuppressorprotein p53 in sei-

ner Funktion als Transkriptionsfaktor

4.2.1 Der Knockdown des TRAIL-R2 verursacht eine vermehrte Expression der pro-
teinkodierenden Zielgene des Tumorsuppressorproteins p53

Aufgrund des Nachweises der erhéhten p53-Aktivitdat unter Knockdown des TRAIL-r2, ergab
dich der Ansatz zu untersuchen, ob TRAIL-R2 auch die Eigenschaft von p53 als Transkriptions-
faktor beeinflusst. Hierflir wurde die Expression von Protein-kodierenden Genen untersucht,
die direkt durch p53 reguliert werden. Stellvertretend wurden hier p21/WAF1, BAX sowie
MDM?2 gewahlt, da diese in ihrer Funktion sowie ihrem Zusammenhang mit p53 allesamt gut
untersucht sind. Fir die Analysen wurde in HCT 116 p53 +/+ sowie -/- Zellen der Trail-R2 her-
unterreguliert und die Expression der genannten Gene im Western Blot untersucht. Die in Ab-
bildung 13 abgebildeten Banden bei einer GroRe von 40 kDa und 48 - 50 kDa stellen die zwei
aus SpleiBvorgangen hervorgehenden Isoformen des TRAIL-R2 dar, die bereits beschrieben
wuden3®. Die kleinere der beiden wird durch die siRNA vollstindig herunterreguliert, die als
Doppelbande vorliegende groRere Form hingegen deutlich schwacher.

Man sieht in den WT-Zellen, dass eine verminderte Expression von TRAIL-R2 zu einer Expres-
sionszunahme von p53 fiihrt. Bisher ist beschrieben, dass WT-p53 zu einer Hochregulation der
TRAIL-R2-Genaktivitat fiihrt, da dieser (iber mehrere p53-Bindungsstellen verfiigt 1*°. Die von
uns hier dargestellte inverse Beeinflussung seitens des TRAIL-R2-Status auf p53 ist hingegen
bisher nicht bekannt. Da, wie bereits beschrieben, der TRAIL-R2 je nachdem, in welchem Zell-
kompartiment er vorliegt, unterschiedliche Aufgaben erfiillt, kdnnte sich hierdurch ein kom-
plexes molekulares Netzwerk ergeben.

Der Inhibitor von p53, MDMZ2, wird bei verminderter TRAIL-R2-Expression ebenfalls hochre-
guliert. Dieser Effekt ist in den Wildtyp- aber auch in den p53-Knockout-Zellen sichtbar, wobei
er unter Anwesenheit von p53 starker ausfallt. Wie in der Einleitung erwahnt, besteht zwi-
schen p53 und MDM?2 eine negative Feedbackhemmung 74. Bisher wurde zudem gezeigt, dass
es unter Nutlin-3 zu einer Inhibition der Interaktion von MDM?2 und p53 sowie folglich zu einer
gesteigerten Aktivierung von WT p53 und ebenfalls zu einer vermehrten Expression von TRAIL-
R2 fuhren kann 16, Die Ergebnisse zeigen hier jedoch, dass die Hochregulation des MDM?2
nicht nur wie bisher bekannt aufgrund von Zellstress stattfindet, sondern auch aufgrund einer

TRAIL-R2-Hemmung zu dieser flhrt. Allerdings wurden auch p53-unabhangige Funktionen von
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MDM2 gefunden — eine weitreichende Erkenntnis, die u.a. als Erklarung dafiir genutzt wird,
dass in p53-KO Mausen eine MDM2-Uberexpression vorliegt und damit eine Tumorentste-
hung sowie -progression vorantreibt 7. So kénnte die in dem vorliegenden Versuch ver-
mehrte MDM2-Expression ein p53-unabhéangiger direkter Effekt der Todesrezeptorhemmung
sein. Stutzen wiirde diese Theorie, dass auch in den KO-p53-Zellen das gleiche Ergebnis unter
TRAIL-R2-Knockdown zu erzielen ist, der jedoch in seiner Intensitat schwacher ausfallt. Dieser
Effekt konnte an dem Vorkommen zweier weiterer Familienmitglieder der p53-Proteinfamilie
begriindet sein, auf die sich der Trail-R2-Knockdown auswirkt. Hierzu gehéren p63 sowie p73,
die deutliche strukturelle als auch einige funktionelle Ubereinstimmungsmerkmale mit dem
p53-Tumorsuppressorprotein aufweisen und als verschiedene Protein-Isoformen aus alterna-
tiven SpleiRvorgingen generiert werden 18, So ist bekannt, dass sie eine Rolle fiir Differenzie-
rungs- und Entwicklungsvorgange sowie der Induktion des programmierten Zelltodes spielen,
indem sie ebenso wie p53 als Transkriptionsfaktoren regulierend auf die Expression von Ge-
nen einwirken 119120 Neuere Daten schreiben p63 und p73 breitere tumorsuppressive

Funktionen zu, als bisher angenommen 21,
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Abbildung 28: Die pleiotrope Wirkung von Mitgliedern der p53-Familie (Stiewe, 2007 '%2). Dargestellt ist eine
Ubersicht der verschiedenen Ursachen, die zu einer Aktivierung der Tumorsuppressorproteine p53, p63 und p73
flhren kénnen, als auch die dann ausgelosten Programme. Je nach angesteuertem und reguliertem Zielprotein
kann der reversible oder irreversible Zellzyklusarrest sowie der programmierte Zelltod ausgeldst werden. Das

System gewinnt an Komplexitat durch eine Interaktion mit anderen zelluldren Signalkreisen (hier nicht weiter
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aufgefuhrt). APAF1: apoptotic peptidase activating factor 1; GADD45-a: growth arrest and DNA-damage-induci-
ble-a; RB1: retinoblastoma susceptibility protein; PAI1: plasminogen activator inhibitor type I; PIG3: p53-induced

gene 3 protein.

Fir p73 ist bekannt, dass es mit MDM2 interagieren und von diesem in seinen Funktionen
ausgebremst werden kann. Zu einer Degradierung des Proteins, wie es bei einer MDM2-p53-
Interaktion resultiert, kommt es nicht 123, Einerseits bedingt eine gesteigerte p53-Expression
unter Herunterregulation von TRAIL-R2 eine vermehrte Expression der p53-Zielgene, darunter
auch MDM2. Jedoch kdnnte das Vorliegen von p73 und eventuell das von p63 bedingen, dass
es p53-unabhangig zu einer Interaktion der Proteine mit MDM2 kommt, wodurch eine weitere
Moglichkeit der gesteigerten Expression von MDM2 unter TRAIL-R2-Hemmung begriindet
ware. Auch BAX und p21 werden ebenfalls starker exprimiert, sobald der TRAIL-R2 gehemmt
wird. Dieser Effekt ist in den KO-p53 HCT 116 Zellen nicht zu sehen. Zu beachten ist hierbei
jedoch die Komplexitat, dass auch wenn p63 und p73 an viele der bekannten p53-Targets bin-

den, diese Zielproteine unterschiedlich auf die verschiedenen Tumorsuppressoren reagieren

124,125

Als Kontrollversuch wurde die Transfektion unter Verwendung einer anderen siRNA wieder-
holt und um die Herunterregulation des TRAIL-R1 erweitert. Hiermit sollte sichergestellt wer-
den, dass sich die Expressionsdanderung der p53-Targetgene spezifisch durch den TRAIL-R2-
Knockdown erklaren lasst. Auch mit der zweiten siRNA fihrt die Hemmung des TRAIL-R2 zu
einer Expressionszunahme von p21. Allerdings sieht man dieses Resultat ebenfalls beim ge-
hemmten TRAIL-R1, auch wenn dies sehr schwach ausfillt. Betrachtet man jedoch die Lade-
kontrolle des R-Aktins ist ersichtlich, dass in der Kontrolle mehr Protein aufgetragen wurde,
als in der Probe mit herunterreguliertem TRAIL-R1. So kann man das schwach erhdhte p21
eher auf diese Ungleichheit der Probenkonzentration zurickfihren. In dhnlichen Experimen-
ten, die hier nicht aufgezeigt sind, konnte ein TRAIL-R1-spezifischer Effekt auf p53 und dessen

Targets nicht reproduziert werden.
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4.2.2 Die Herunterregulation des TRAIL-R2 fiihrt zu einer p53-abhdngigen, TRAIL-
unabhangigen Aktivierung des p21-Promotors

Bezogen auf die Fragestellung, welchen Einfluss der TRAIL-R2-Status auf p53 in seiner Funk-
tion als Transkriptionsfaktor ausiibt, wurden p21-Promotoraktivitats-Assays durchgefiihrt.
Aufgrund der Ergebnisse im Western Blot und der Tatsache, dass p21 eines der am starksten
p53-responsiven Zielgene darstellt, wurde dies in Vertretung anderer Targets fiir die Versuche
ausgewahlt. Zur Verfliigung standen Plasmide mit klonierten p21-Promotorsequenzen mit und
ohne p53-Bindungsstellen, wodurch die p53-Abhangigkeit der Ergebnisse eruiert werden
konnte.

Das erste Assay zeigt, dass ein Knockdown von TRAIL-R2 zu einer deutlichen Erhéhung der
p21-Promotoraktivitat flihrt. Dieser Effekt schwindet wieder, wenn man die zweite unter Be-
lassung der ersten p53-Bindungsstelle entfernt. Zudem ist zu sehen, dass es unter Verwen-
dung des Promotors ohne mit beiden deletierten p53-Bindungsstellen kein Unterschied zwi-
schen der Kontrolle und der Rezeptorhemmung mehr zu verzeichnen. Dies spricht fiir eine
p53-Abhdngigkeit der Promotoraktivitat, die mittels des zweiten Versuchsaufbaus unter Ver-
wendung von KO-p53-Zellen bestatigt werden konnte. Hier zeigt sich erneut die gesteigerte
Aktivierung des p21-Promotors unter Knockdown von TRAIL-R2 — ein Effekt, der mittels Pro-
motor mit beiden deletierten p53-Bindungsstellen nicht mehr zu sehen ist. In den HCT 116
p53 -/- Zellen sieht man keine gesteigerte Promotoraktivitdt nach TRAIL-R2-Knockdown, so-
dass von einer p53-Abhangigkeit der Resultate ausgegangen werden kann. Allerdings fallt
auch eine basale Promotoraktivitat in HCT 116 p53 -/- Zellen auf, die mit dem p21-Promotor
transfiziert wurden, der Bindungsstellen fiir TP53 tragt. Entfernt man diese aus dem Promo-
torkonstrukt sinkt auch die Aktivitat ahnlich zu den WT-p53 Zellen. Dieser p53-unabhangige
Effekt kdnnte erneut auf die Funktionen der weiteren Mitglieder der Tumorsuppressorfamilie
zurlickzufiihren sein. Bestatigt werden konnte diese funktionelle Beziehung mittels ChIP-Ana-
lysen in A549 TRAIL-R2-KO-Zellen'!!, Diese Ergebnisse implizieren, dass TRAIL-R2 Einfluss auf
das p53-Proteinlevel und damit auch auf das transkriptionelle Ergebnis hat.

Des Weiteren gibt es Berichte liber eine Regulation von p53-Zielgenen durch p73. Hierunter
fallt auch der Zellzyklusinhibitor p21, der durch p73 induziert werden kann 24126, Nicht mit
dieser These einhergehend steht eine Isoform von p63, fiir die herausgefunden wurde, dass
sie in humanen Keratinozyten eine p21-Promotoraktivitdt unterdriicken kann und damit als

Transkriptionsrepressor fungiert, sofern p53-Bindungsstellen vorhanden sind '?’. Jedoch
70



Diskussion

kdnnte p73 alleinig fur die p53-unabhangige Steigerung der p21-Promotoraktivitat verant-
wortlich sein. Wenn diese Annahme richtig ist, kime zudem die Frage auf, warum der p53-
getriggerte Effekt auf den p21-Promotor eine wesentlich héhere Aktivierung dessen mit sich
bringt, als von p73. Erkldarend hierfiir kdnnte sein, dass eine wesentlich hohere Bindungsaffi-
nitat zwischen p53 und dem p21-Promotor oder p21 generell als zwischen p73 und dem p21-
Promotor besteht.

Des Weiteren wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem WT-p53 HCT 116 Zellen erneut mit
den p21-Konstrukten mit und ohne p53-Bindungsstellen transfiziert und zusatzlich mit einem
neutralisierenden Antikérper gegen TRAIL zur Hemmung der Wirkung des endogenen TRAIL
behandelt wurden. Hierbei zeigt sich, dass TRAIL keinen Einfluss auf die p53-abhangige Akti-
vierung des p21-Promotors ausiibt, da, wie zu sehen ist, keine Verdanderung zur Kontrolle in
den Zellen auftritt, die mit anti-TRAIL versetzt wurden. Der promotoraktivitatssteigernde Ef-
fekt durch herunterregulierten TRAIL-R2 ist auch hier zu reproduzieren gewesen. Wenn man
nun die KO-p53-Zellen betrachtet, so zeigt sich erneut eine schwache, aber vorhandene p21-
Promotoraktivitat. Inwieweit sich diese Ergebnisse auch auf p63 und/oder p73 Gbertragen las-
sen, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht, da die Auswirkungen des To-
desrezeptors 2 auf Funktionen von p53 die primare Fragestellung darstellte. Allerdings be-
steht eine groRe Wichtigkeit auch hier weitere Forschung anzutreiben, da bereits beschrieben
wurde, dass p53 bei einem DNA-schadigenden Ereignis den programmierten Zelltod nicht aus-
zuldsen vermag, wenn p63 sowie p73 abwesend sind 128, Dies weist auf eine bedeutende funk-
tionelle Verknlpfung der Familienmitglieder hin und kénnte auch Auswirkungen auf die

TRAIL-R2-p53-Interaktion haben.

4.3 Der TRAIL-2-Rezeptorstatus beeinflusst die p53-abhdngige Regulation von

Proliferation sowie epidermaler-mesenchymaler Transition

Epidermale-mesenchymale Transition ist, wie in der Einleitung bereits erwahnt, ein zentrales
Element wahrend der Embryonalentwicklung, aber auch der Tumorprogression und -metas-
tasierung 8286,

Interessanterweise wurde in den letzten Jahren herausgefunden, dass p53 nicht nur protein-
kodierende Gene, sondern auch nicht-kodierende RNAs reguliert. Hierunter fallt auch die Fa-

milie der miR-200: p53 kann aufgrund von Bindungsstellen innerhalb der Promotoren die
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Gene der beiden miR-200-Cluster mir-200c/141 und mir-200a/200b/429 transkriptionell re-
gulieren und damit zu einer Expressionszunahme dieser flihren. Als Resultat werden die EMT-
induzierenden Transkriptionsfaktoren ZEB1 und -2 von den p53-aktivierten miR-200-Familien-
mitgliedern gehemmt 19312° von groRer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit war es daher,
dass das EMT-Netzwerk zwischen Mitgliedern der miR-200- und ZEB-Familie einen weiteren
beeinflussenden Faktor, ndmlich das Tumorsuppressorprotein p53, erhalt und dass sich der

TRAIL-R2-Status auch hier auswirken konnte.

4.3.1 Die Hemmung des TRAIL-R2 fiihrt zu einer gesteigerten Expression der miR-
200-Familie
Da wir zeigen konnten, dass die Aktivitdat und Funktion von p53 durch den TRAIL-R2 beeinflusst
sowie gesteuert werden kann, liegt die Vermutung nahe, dass der induzierende Effekt von p53
auf das Expressionslevel der miRNA-200-Familie sich dandert, sobald sich der TRAIL-R2-Status
andert. Hierzu wurde der Rezeptor in HCT 116 p53 +/+ Zellen transient herunterreguliert, de-
ren RNA isoliert und anschliefend die Menge der vorkommenden miRNA-200 untersucht. Auf-
gezeigt sind die Ergebnisse flir die miR-200a sowie -141. Bei beiden flihrt eine Hemmung des
TRAIL-R2 in den WT-p53-Zellen in der Tat zu einer Steigerung der miRNA-Expression, wobei
diese bei miR-141 ausgepragter als bei der miR-200a ausfallt. Ersichtlich ist auch der Unter-
schied des relativen Expressionslevels, welches bei der miR-141 héher liegt als bei miR-200c.
Dies kdnnte darauf hindeuten, dass unterschiedliche Muster und Mengen an miRNAs vorlie-
gen konnen, die je nach Funktion fir die Zelle brauchbar sein kénnten. Allerdings ist fur die
Berechnungen herausgekommen, dass die Ergebnisse innerhalb der WT-p53-Gruppe nicht sig-
nifikant sind. Uberraschend ist demgegeniiber das Resultat in den HCT 116 p53 -/- Zellen, wel-
ches im Gegensatz zu den WT-p53-Proben eine hohe Signifikanz aufweist. Betrachtete man
das Expressionslevel der miR-141, liegt dieses in den Kontrollzellen (Ksi) bereits deutlich Gber
dem Level, welches in den WT-p53-Zellen durch TRAIL-R2-Hemmung (R2si) gesteigert wird.
Auch bezliglich der miR-200a kommen wir zu einem entsprechenden Ergebnis: In den p53-
deletierten Zellen liegt das miRNA-Expressionslevel der Kontrolle deutlich tiber dem der WT-
p53-Kontrollzellen sowie anndahernd so hoch wie das Level der TRAIL-R2-herunterregulierten
Variante. Wird der TRAIL-R2 nun in den KO-p53-Zellen gehemmt, verringert sich die miR-200a-
und miR-141-Expression wieder, wobei das Level unter diesen Umstanden nicht unter das der

Kontrolle der HCT 116 p53 +/+ Zellen sinkt. Dass in KO-p53-Zellen auch eine Expression sowie
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Regulierung der untersuchten miR-200-Familie stattfindet, konnte erneut an der Beteiligung
von p63 sowie p73 liegen. Fiir diese konnte gezeigt werden, dass sie die Transkription von
miRNAs, darunter auch die miR-200-Familie, aufgrund von Bindungsstellen in den Promotoren

als auch durch Interaktion mit den Proteinen des Mikroprozessorkomplexes, steuern kénnen

130,131

4.3.2 Die Hemmung des TRAIL-R2 beeinflusst in WT-p53-Zellen die zentral EMT-re-
gulierenden Proteine E-Cadherin und ZEB1

E-Cadherin spielt eine tragende Rolle in der Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten, der Erhal-
tung der Zellpolaritat sowie im Rahmen der Zelldifferenzierung. Eine Inaktivierung oder der
Verlust von E-Cadherin fiihrt in diesem Zusammenhang zum Auflésen von Zell-Zell-Haftung
und Gber eine Aktivierung des EMT-Programms zu einer malignen Entartung sowie Tumorpro-
gression aufgrund von Umwandlung bereits differenzierter Epithelzellen in undifferenzierte
mesenchymale Stammazellen. Als Inhibitor von E-Cadherin sowie miRNAs verhalt sich ZEB1 als
Induktor der epithelial-mesenchymalen Transition malignitatsférdernd 32,

Aufgrund der bedeutenden Stellung fiir Entartung, Tumorprogression sowie Metastasierung,
sollten diese zwei zentralen EMT-regulierenden Proteine in Bezug auf die Zusammenhange
zwischen dem TRAIL-R2 und p53 mithilfe von Western-Blot-Analyse untersucht werden. Der
zur Kontrolle untersuchte TRAIL-R2 zeigt, dass der Rezeptorknockdown in beiden Proben aus-
reichend stattgefunden hat. Zudem erkennt man, dass die Hemmung des TRAIL-R2 in den WT-
p53-Zellen zu einer Steigerung der E-Cadherin- sowie gleichzeitig zu einer Senkung der ZEB1-
Expression fiihrt. Dies ist Gbereinstimmend mit den bisherigen Ergebnissen, bei denen eine
Hemmung des TRAIL-R2 zu einer erhohten p53-Aktivierung fihrt. Folglich kann es nun in Be-
zug auf die epitheliale-mesenchymale Transition zu einer Expressionssteigerung der miR-200-
Familie kommen, welche sodann EMT-fordernde Proteine wie das vorliegende ZEB1 herunter-
regulieren und gleichzeitig Proteine wie E-Cadherin, die eine mesenchymal-epitheliale Transi-
tion fordern, starker aktivieren. Betrachtet man nun die Ergebnisse in den KO-p53-Zellen,
scheint keine relevante Anderung von E-Cadherin nach TRAIL-R2-Hemmung aufzutreten. Es
wurde beschrieben, dass E-Cadherin eine Zusammenlagerung der TRAIL-Rezeptoren 1 sowie
2 als auch die Formung des DISC fordert. Hierliber wiirden epitheliale Tumorzellen eine ho-

here Sensitivitit bezuglich einer TRAIL-R1-/-R2-vermittelten Apoptose erlangen 133. Da E-Cad-
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herin wichtig flr die TRAIL-R2-vermittelte Apoptose ist und E-Cadherin- sowie p53-Mutatio-
nen Auswirkungen auf die Proliferation von Tumorzellen haben, waren weitere Untersuchun-
gen bezlglich der Interaktion unter Einbezug von E-Cadherin denkbar. Des Weiteren scheint
die ZEB1-Expression ebenfalls dezent vermindert zu sein, jedoch kénnte dies an einer unglei-
chen Proteinbeladung liegen, da das 3-Aktin der Kontrolle zu dem des Rezeptorknockdowns
starker ausfallt und es in den HCT 116 p53 -/- Zellen eigentlich zu keinem Unterschied in der
ZEB1-Expression kommt, wenn der Todesrezeptor 2 gehemmt wird. Da jedoch in den WT-p53-
Zellen ein deutlicher Effekt zu sehen ist, kdnnen wir von einer p53-abhangigen Regulation aus-
gehen. Das Ergebnis in den HCT 116 p53 -/- Zellen, wenn auch schwacher ausfallend, lieBe sich
dadurch erklaren, dass es weitere Interaktionen aufgrund des grolRen Netzwerkes an weiteren
Faktoren, welche die epidermale-mesenchymale Transition positiv und negativ beeinflussen
kénnen, gibt 8’. Ob daher weitere Faktoren Einfluss auf die dargestellten Ergebnisse haben, ist
nicht bekannt und dieser Ansatz sowie die anderen beeinflussenden Faktoren wurden in der

vorliegenden Arbeit nicht weiterverfolgt.

4.3.3 Die Hemmung des TRAIL-R2 fiihrt zu einer p53-abhdngigen Steigerung der
miR-200c-Promotoraktivitat
Da p53 als Regulator der miR-200-Familie bekannt ist, lag aufgrund der bisherigen Ergebnisse
die Vermutung nahe, dass TRAIL-R2 Uber eine Interaktion mit p53 einen Einfluss auf die miR-
200-Induktion nimmt. Zur Uberpriifung dieser These wurden miR-200c-Promotor-Aktivitéts-
assays durchgefuhrt. In Abbildung 20 sieht man die HCT 116 p53 +/+ Zellen, die mit einer Kon-
troll- sowie einer gegen TRAIL-R2-gerichteten siRNA sowie zwei Promotorkonstrukten trans-
fiziert wurden. Die Ergebnisse stellen den Vergleich zwischen der Kontrolle und dem Rezep-
torknockdown dar. Es ist ersichtlich, dass es bei beiden transfizierten Promotorkonstrukten
unter TRAIL-R2-Hemmung zu einem Anstieg der miR-200c-Promotoraktivitat kommt. P717 be-
sitzt Bindungsstellen fiir ZEB1, worunter es durch die TRAIL-R2-Hemmung zu einer 1,3-fachen
Steigerung der miR-200-C-Promotoraktivitdt kommt. Interessanterweise ist dieser Effekt
deutlich ausgepragter bei dem p736-Promotor, wo sich die Aktivitat des miR-200c-Promotors
um das 1,8-fache gesteigert zeigt. ZEB1 kann hier aufgrund von deletierten Bindungsstellen
nicht mehr an den Promotor binden und dessen Expression regulieren. Dieses Ergebnis zeigt
einerseits den bereits bekannten Fakt, dass ZEB1 inhibierend auf Mitglieder der miR-200-Fa-

milie wirkt und deren Expression drosselt, andererseits die neue Erkenntnis, dass der TRAIL-
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R2 ebenfalls einen hemmenden Einfluss auf die miR-200-Familie auszuiiben scheint, da nach
einer Herunterregulation des Rezeptors die Aktivitat des Promotors steigt. Bisher wurde nur
beschrieben, dass TRAIL-R2 eine Hemmung der miRNA let-7 bedingt 64>, Die vorliegenden
Ergebnisse implizieren nun auch die Moglichkeit einer Beeinflussung der miRNA-200-Familie
durch den TRAIL-R2. Zudem muss bei diesen ersten Resultaten jedoch bedacht werden, dass
die verwendeten Promotoren keine Bindungsstellen fiir p53 besitzen, sodass die Effekte, die
bisher zu sehen sind, nicht in Abhangigkeit von p53 gesehen werden kénnen. Um jedoch die
Abhangigkeit der Ergebnisse vom p53-Status zu lberpriifen, wurden die Assays unter zusatz-
licher Verwendung der KO-p53-Zellen sowie weiterer Promotorkonstrukte wiederholt, die
Bindungsstellen fiir den Tumorsuppressor enthielten. Die Abbildung 21 zeigt als erstes die WT
p53 Zellen, die mit dem Promotor F1P717 transfiziert wurden. Dieser enthalt ZEB1- und p53-
Bindungsstellen. Deutlich zu sehen ist die Promotoraktivitatszunahme, wenn der TRAIL-R2 ge-
hemmt wird. Dieser Effekt entspricht dem des ersten Versuchs, zeigt aber auch deutlich eine
p53-abhdngige zusatzliche Promotoraktivitatssteigerung. Entfernt man nun die ZEB1- unter
Belassung der p53-Bindungsstellen, potenziert sich dieser Effekt noch einmal. Damit kdnnen
wir den Effekt von p53 unter Ausschaltung von ZEB1 auf die miR-200-Familie bestatigen 9103
und einen neuen Faktor, ndamlich TRAIL-R2, mit einbringen. Um die Abhangigkeit der Ergeb-
nisse von p53 weiter zu verifizieren, erfolgte der gleiche Versuch mit KO-p53-Zellen. Hier zeigt
sich, wie im vorherigen Versuch mit den Promotoren ohne p53-Bindungsstelle, zwar eine
leichte Promotoraktivitdtszunahme, sobald der TRAIL-R2 gehemmt wird und eine noch etwas
starkere, wenn zudem die Bindungsstellen fiir ZEB1 wegfallen, jedoch fallen diese Verande-
rungen sehr viel schwéacher aus als unter Anwesenheit von p53. Dass wir zudem sowohl eine
p53-unabhangige Effektzunahme sehen, sobald der TRAIL-R2 gehemmt wird, sowie zusatzlich,
wenn die ZEB1-Bindungsstellen entfernt werden, spricht erstens fiir eine mogliche Beeinflus-
sung der Funktionen von p63 und p73 durch TRAIL-R2, sowie einen Einfluss dieser beiden Pro-
teine auf ZEB1 und damit vermutlich auf die epidermale-mesenchymale Transition. Da, wie
bei den anderen Versuchen erldutert, zu allererst der Einfluss des TRAIL-R2 auf die Funktionen
des Tumorsuppressorproteins p53 untersucht werden sollte, wurde dem moéglichen Einfluss
seiner Familienmitglieder nicht nachgegangen. Zur besseren Beurteilung der p53- und TRAIL-
R2-abhangigen EMT-Abldaufe konnten weitere Induktoren als auch Inhibitoren wie z.B. Slug,

Snail, N-Cadherin oder Vimentin untersucht werden. Letztlich ist es in diesem Zusammenhang
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ebenfalls wichtig, ein genaueres Verstandnis tber die einhergehenden Metastasierungsvor-
gdnge zu erhalten, wozu Untersuchungen notwendig waren, die sich mit dem Migrations- und

Invasionsverhalten der Zellen beschaftigen
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Forschungsarbeit war es herauszufinden, ob und in welchem AusmalR der TRAIL-R2
das Tumorsuppressorprotein p53 und einhergehend seine weitere Funktion als Transkripti-
onsfaktor beeinflusst. Obwohl bereits beide Proteine in der Vergangenheit fiir sich eine wich-
tige Rolle in der Entwicklung neuer anti-tumoraler Therapien spielten, wurden sie trotz liber-
schneidender Punkte in Hinblick auf synergistische oder antagonistische therapeutische Ef-
fekte nicht weiter untersucht. Heutzutage ist bekannt, dass in mehr als 50 % der malignen
Tumore eine Mutation des WT p53 vorliegt, die meist mit einem Funktionsverlust dessen ein-
hergehen °. Zellen kénnen sich dann trotz vorliegender Erbgutschdden ungehindert vermeh-
ren und ausbreiten 334135 sowie eine Chemotherapieresistenz entwickeln. Dies ist dadurch
erklarbar, dass der Ansatz, aufgrund einer medikamentdés-induzierten DNA-Schadigung zu ei-
ner Aktivierung von WT p53 zu gelangen und damit ein gezieltes Zellsterben hervorzurufen,
mit Vorliegen von Mutationen wegfillt >13¢, Bisher galt es daher als plausibel, p53 medika-
mentds zu (re-)aktivieren 37138 Niedrigere Rezidivraten sowie bessere Prognoseaussichten
bestatigten diesen Ansatz als erfolgreich 13°. Auch TRAIL-Rezeptoren waren Ziel eines Ansatzes
in der Therapierung von Tumoren, da es bei einer ligandenabhangigen Aktivierung der Rezep-
toren zu einer selektiven Elemination maligner Zellen ohne gleichzeitige, auf gesundes Ge-
webe libergreifende Toxizitat kommt °7. Da viele Tumorzellen jedoch Resistenzen gegen TRAIL
entwickelten, gelang auch mit diesen Versuchen kein antitumoraler Therapiedurchbruch %,
P53 kann den plasmamembranstdandigen als auch den nukledaren TRAIL-R2 hochregulieren
112,140 w3hrend in vielen Tumorzellen bereits héhere Level an TRAIL-R2 (sowie generell TRAIL-
Rezeptoren) verzeichnet werden #4142 Wir konnten zeigte, dass p53 im Kern mit dem TRAIL-
R2 im Kern interagiert und dass nukledrer TRAIL-R2 die Tumorprogression fordert — diese Er-
kenntnisse konnte bereits durch weitere Projekte unserer Arbeitsgruppe mit den Wildtyp-
p53-exprimierenden Zellen A549 sowie der Pankreastumorzelllinie AsPC-1 und damit einer
mutierten p53-Form bestétigt werden 1. Es konnte beobachtet werden, dass eine Herrun-
terregulation von TRAIL-R2 in HCT 116- und A549-Zellen zu einer Erh6hung des p53-Protein-
levels und dariiber hinaus der Expression von p53-Zielgenen, wie z.B. p21, BAX und MDM2,
fiihrt. Einhergehend damit folgt einer Uberexpression von TRAIL-R2 zu einer Herrunterregula-

tion von p53 und seinen Zielgenen.
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Zur weiteren Untermauerung des Einflusses von TRAIL-R2 wurden bereits Chromatin Immun-
prazipitationen (CHiP) durchgefiihrt und die Funktion von TRAIL-R2 als negativen endogenen
Regulator von p53 bestatigt 1. Interessant war es zudem, auf welcher Ebene, z.B. transkrip-
tionell, diese Interaktion geschieht. Auch dies konnte bereits durch unsere Arbeitsgruppe dar-
gelegt werden 11, Hier zeigte sich, dass nicht die Transkription, sondern die Stabilitdt des p53-
Proteins beeinflusst wird. Uber Einsatz von Nutlin-3a, welches die MDM2-p53-Interaktion in-
hibiert und damit die Ubiquitinierung von p53 verhindert, konnte eine TRAIL-R2-vermittelte
Destabilisierung von p53 unterbunden werden. Umgekehrt bedeutet dies, dass TRAIL-R2 die
MDM2-vermittelte Ubiquitinierung von p53 vorantreibt. Eine weitere Entdeckung einherge-
hender Ergebnisse auch in Zellen, die eine mutierte Form von p53 (AsPC-1) aufweisen, ist da-
hingehen relevant, da viele Tumorentititen eine Mutation an p53 tragen 17135 143-146 pyrch
den aufgezeigten hemmenden Einfluss von nTRAIL-R2 auf das Tumorsuppressorprotein p53,
ist bei Vorliegen beider Proteine im Kern Abstand von angenommenen antitumoral- und
apoptose-fordernden Auswirkungen zu nehmen. Aufgrund des beschriebenen TRAIL-stimu-
lierten Kerntransports von TRAIL-R2 19 und der Feststellung, dass nukledrer TRAIL-R protume-
rale Funktionen besitzt, wurde dieser Ansatz bereits weiterverfolgt, um ein genaueres Ver-
standnis der nukledren Funktionen und Interaktionen von TRAIL-R2 zu bekommen. Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der Kernimport von TRAIL-R2 TRAIL- sowie Clathrin-abhan-
gig ist. Zudem zeigten weitere Untersuchungen mittels Immunprazipitation und Immunflou-
reszenz eine Interaktion von nuklearem TRAIL-R2 und dem nukledrem Exportprotein Exportin-
1/CRM-1. Mutationen dieser Exportproteine fiihren nun zu einer Akkumulation von nTRAIL-
R2. Diese Erkenntnisse zeigen interessante therapeutische Ansatze auf, gerade diesen Kern-
import zu blockieren oder etwaige Transporter konkurrierend zu besetzen oder Exportprote-
ine hoher zu exprimieren, damit es zu keiner Anhdufung von TRAIL-R2 im Kern und damit
moglichen Interaktion mit p53 kommen kann. Eine vermehrte TRAIL-R2-Expression kénnte so-
wohl in WT p53-exprimierenden Zellen als auch in denjenigen Krebszellen, in denen in anti-
tumoraler Absicht p53 medikamentds aktiviert wurde, zu einer Unterbindung der Funktion
von p53 als Transkriptionsfaktor und miRNA-Regulator flihren. Durch den Wegfall der tumor-
suppressiven Eigenschaften und gleichzeitig aktivem TRAIL-R2 kdnnte eine maligne Entartung,
Ausbreitung oder Progression zusatzlich vorangetrieben werden. Diese Erkenntnisse sprechen

fiir ein weiteres Therapiekonzept, in denen eine Herunterregulation des nukledren TRAIL-R2
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unter Hochregulation von p53 angestrebt werden sollte. Gleichzeitig sollte untersucht wer-
den, ob es durch die Hemmung von TRAIL-R2 zu einem Uberwiegen der weiteren TRAIL-Re-
zeptoren kommt und welche Auswirkung dies auf die Zellen hatte. Zudem ist von Interesse,
inwieweit die p53-Familienmitglieder p63 und p73 Einfluss in das komplexe Netzwerk von
TRAIL-Rezeptoren und p53 nehmen. Unsere Ergebnisse legen in mehreren Versuchen nahe,
dass auch diese beiden Proteine von dem TRAIL-R2 beeinflusst sein kénnten. Hierfiir musste
dieser Aspekt untersucht werden, bevor er Beriicksichtigung in einer Therapieentwicklung fin-
den kénnte. Unsere Versuche zeigten zwar unter TRAIL-Stimulation keinerlei Anderung der
Ergebnisse, dies ware bei der weiteren Erforschung und Entwicklung von Therapiemaoglichkei-
ten dennoch dringend zu berlcksichtigen, da endogen produziertes TRAIL bei einem Einfluss
in die untersuchten Regelkreislaufe eine mogliche Therapie abschwachen oder funktionslos

machen konnte.

Insgesamt zeigen sich so viele Ansatzpunkte fir weitere ForschungsmaBBnahmen beziiglich der
Interaktion von p53 und TRAIL-Rezeptoren vor allem, da beide Komponenten in ein kompli-
ziertes molekulares Netzwerk integriert sind und es so viele Ansatzpunkte und eingreifende

Faktoren zu bercksichtigen gibt.
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Zusammenfassung

Der zur TNF-Superfamilie gehdrende plasmamembranstandige TRAIL-R2 kann nach seiner Ak-
tivierung durch Bindung seines Liganden sowohl apoptotische als auch nicht-apoptotische Sig-
nale induzieren, die neben einem programmierten Zellsterben auch Inflammation, Invasion,
Tumorprogression sowie Metastasierung ausldosen konnen. Dariliber hinaus fand die Arbeits-
gruppe von Frau Prof. Dr. Anna Trauzold eine neuartige Funktion des TRAIL-R2, der im Zellkern
vorliegend mit den Proteinen des Mikroprozessorkomplexes interagiert und so Uber eine Re-
gulation der miRNA-Prozessierung zur Tumorprogression beitragt. Interessanteweise wird die
Transkription des TRAIL-R2-Gens durch das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert, welches
als Transkriptionsfaktor je nach Schwere einer Zellschadigung reversiblen oder irreversiblen
Zellzyklusarrest, DNA-Reparaturmechanismen und/oder Apoptose auslosen kann. Da neben
dieser direkten Regulation zudem in eigenen Vorarbeiten herausgestellt wurde, dass TRAIL-
R2 und p53 im Zellkern miteinander interagieren, war es Ziel dieser Arbeit ein genaueres Ver-
standnis dariber zu erhalten, inwieweit sich der TRAIL-R2 auf die Aktivitat und damit die an-
schlieBenden Funktionen von p53 als Tumorsuppressorprotein auswirkt.

Es konnte gezeigt werden, dass beide Proteine gleichzeitig im Zellkern vorliegen und in einem
GrofRteil der Zellen direkt kolokalisieren. Weitere Untersuchungen ergaben, dass es unter ei-
ner TRAIL-R2-Hemmung zu einer Aktivitatssteigerung von p53 und nachfolgend auch zu einer
erhohten Expression seiner Zielgene kommt. Nicht nur die Apoptose-auslésenden Proteine
waren hiervon betroffen, auch die fiir die Dedifferenzierung und Metastasierung wichtigen
EMT-Faktoren wurden unter einer Herunterregulation des TRAIL-R2 vermehrt exprimiert.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Hochregulation von TRAIL-R2 und Interaktion
mit p53 nicht, wie bisher vermutet, tumorunterdriickende Auswirkungen hat, sondern, dass
der TRAIL-R2 p53 in seiner Funktion als Tumorsuppressorprotein dahingehend inhibiert, dass
eine Gewahrleistung der unversehrten Zellstabilitat aufgrund geregelt ablaufender anti-tumo-
raler Signalwege nicht mehr gegeben ist. Tumorzellen kénnen so einen Ausweg aus der p53-
induzierten Zelliberwachung finden, wenn sie selber den TRAIL-R2 hochregulieren und von

diesem wiederrum in seinen Funktionen unterdriickt werden.
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