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2. Einleitung

2.1. Insulin-Signaltransduktion

2.1.1. Der Insulinrezeptor

Die primire zelluldire Wirkung von Insulin beginnt mit seiner Bindung an den Insulinrezeptor.
Dieser Transmembranrezeptor besteht als Heterotetramer aus zwei extrazelluldren o- und
zwei intrazelluliren p-Untereinheiten, die iiber Disulfidbriicken verbunden sind** und gehort
zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen®"’. Ebenfalls Mitglied dieser Gruppe ist der
Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)-Rezeptor, welcher eine grole Homologie zum

Insulinrezeptor hat'®®

. Deswegen konnen die beiden hybride Insulinrezeptor-IGF-1-Rezeptor-
Komplexe bilden''**°, die eine weitere Rezeptor-Isoform darstellen und in vielen Geweben
vorkommen®®.

Der Insulinrezeptor wird allosterisch reguliert: Im ligandenfreien Zustand inhibiert die o-
Untereinheit die Kinase-Aktivitidt der B-Untereinheiten durch sterische ,,Blockade. Durch
Bindung von Insulin an die a-Untereinheit kommt es dann zu einer Konformationsénderung,
die eine Aktivierung der Tyrosin-Kinase-Aktivitit der f-Untereinheiten bewirkt. Nach dieser
initialen Aktivierung werden Tyrosinreste der B-Untereinheiten durch den Insulinrezeptor
selbst zusitzlich phosphoryliert, was mit einem weiteren Anstieg der Kinase-Aktivitit einher

4,142,260
geht9 142,26

. Sie phosphoryliert dann verschiedene Substrate wie zum Beispiel Insulin
receptor substrate-1 (IRS-1), um so das Signal ins Zellinnere weiterzuleiten (vgl.2.1.2).

Negativ reguliert wird die Aktivitdt des Insulinrezeptors durch verschiedene Mechanismen:
Tyrosin-Phosphatasen wie die Protein tyrosine phosphatase-1B (PTP1B)* dephosphorylieren
Tyrosinreste des Insulinrezeptors und verringern so seine Aktivitit. Andere Proteine wie die
Suppressor of cytokine signaling (SOCS)*® SOCS-1 und SOCS-3 blockieren Abschnitte, an

denen IRS bindet (vgl. 2.1.2) und verhindern so eine Weiterleitung des Insulin-Signals.



Insulin

Insulinrezeptor ” |]

Abbildung 1: Ubersicht iiber die Insulin-Signaltransduktion. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der Vorginge findet sich im Text. Abkiirzungen: aPKC = atypische
Proteinkinase C; IRS = Insulin receptor substrate; MAP-Kinase = MAP-Kinase = Mitogen-
activated protein-Kinase; mMTORC2 = mTOR (mammalian target of rapamycin) complex 2;
PDK-1 = 3’-Phosphoinositide-dependent Kinase-1; PIP, = Phosphatidylinositol (4°,5)-
Bisphosphat; PIP; = Phosphatidylinositol (3°,4’,5”)-Trisphosphat; PI-3-Kinase =
Phosphoinositid-3-Kinase; PTEN = Phosphatase and tensin homolog.

2.1.2. Insulin receptor substrate (IRS)

Als erstes Protein, das am aktivierten Insulin-Rezeptor binden kann, wurde das Insulin
receptor substrate-1 (IRS-1) identifiziert’’. Heute sind neben weiteren IRS auch andere
Proteine wie Src-homology-2-containing protein (Shc)'”®, Grb2-associated binder-1 (Gab-
D' und Casitas B-lineage lymphoma- protooncogene product (Cbl)*' bekannt, die ebenfalls
diese Féahigkeit haben und eine Verbindung zu anderen Signaltransduktionswegen herstellen.

Die wichtigste Gruppe dieser Adaptermolekiile fiir die Insulin-Signaltransduktion sind die
IRS. Hiervon sind bisher sechs verschiedene Isoformen bekannt, die als IRS-1 bis -6

4988136247288 Dyje  wahrscheinlich wichtigsten Substrate fiir den

bezeichnet werden
Insulinrezeptor sind dabei IRS-1 und IRS-2**’. Aufgebaut sind alle IRS ihnlich: Im

aminoterminalen Bereich verfiigen sie iiber eine Pleckstrin homology (PH)-Doméne und eine



Phosphotyrosine-binding (PTB)-Domine. Uber letztere konnen sie an phosphorylierte
Tyrosinreste des aktivierten Insulinrezeptors gebunden werden, der daraufthin in bestimmten
zentralen und carboxyterminalen Abschnitten der IRS Tyrosinreste phosphoryliert. Diese
aktivierten Abschnitte binden dann an Molekiile mit Src-homology-2 (SH2)-Domine. Dazu
gehdren Adaptermolekiile wie Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2)*™', die SH2
domain-containing ~ protein-tyrosine phosphatase (SHP)-2'” und die regulatorische

144

Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3-Kinase) ™. Interessanterweise haben die IRS

dabei keine eigene Kinase-Aktivitit, sondern aktivieren die SH2-Proteine alleine iiber deren
Bindung”> .

Auch die IRS werden iiber Mechanismen der negative Regulation genau kontrolliert: Ein
solcher ist die Dephosphorylierung durch Tyrosin-Phosphatasen. Beispiel hierfiir ist SHP-2,
welches einerseits an zwei phosphorylierten Tyrosinresten von IRS-1 bindet und andererseits
andere Tyrosinreste dephosphoryliert, die fiir die Bindung von Grb2 und PI-3-Kinase benotigt
werden'””. Ein weiterer Weg der negativen Regulation ist die Phosphorylierung von Serin-
und Threoninresten. Diese ist allerdings nicht immer inhibierend, die Phosphorylierung
einzelner Positionen kann IRS auch verstirken'®.

Auf der Ebene von IRS erfolgt die Aufteilung in verschiedene weitere Signalwege. Je
nachdem welches SH2-Protein gebunden wird, erfolgt eine stidrkere Aktivierung des
metabolischen oder des mitogenen Signalweges. Der metabolische wird vor allem durch die
Aktivierung von PI-3-Kinase eingeleitet (vgl. 2.1.3), der mitogene iiber das Adaptermolekiil
Grb2. Dieses ist mit son-of-sevenless (SOS) assoziiert und aktiviert nach Bindung den Ras-
MAP-Kinase-Signalweg, welcher letztendlich zu Differenzierung und Proliferation fiihrt”>"°,
Die MAP-Kinase-Kaskade kann also durch den Insulin-Signalweg aktiviert werden, allerdings

282

ist sie nicht spezifisch fiir Insulin™". Thre Aktivierung bietet jedoch eine mogliche Erkldarung

fiir die anabolen Effekte von Insulin®>>.

2.1.3. Phosphoinositid-3-Kinasen und Phosphoinositide in der Zellmembran

Die Phosphoinositid-3-Kinasen (P1-3-Kinasen) sind als Heterodimer aus einer regulatorischen
und einer katalytischen Untereinheit aufgebaut, von denen es jeweils mehrere Isoformen gibt.
Die regulatorischen Untereinheiten haben dabei ein Molekulargewicht von etwa 85 kDa, die
katalytischen von etwa 110 kDa**.

Durch Bindung der beiden SH2-Dominen der regulatorischen Untereinheit an phosphorylierte

Tyrosinreste in IRS wird die katalytische Untereinheit freigegeben und dadurch aktiviert. Das
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aktivierte Enzym phosphoryliert dann in der Zellmembran gelegenes Phosphatidylinositol
(4°,5°)-Bisphosphat  (PIP;) an der 3’-Position des Phosphoinositolrings zu
Phosphatidylinositol (3°,4°,5’)-Trisphosphat (PIP3), welches der second-messenger dieses
Signalweges ist*””. Auch wenn die PI-3-Kinasen in vifro noch weitere Phosphoinositide
umsetzen konnen, scheint ihr bevorzugtes Substrat in vivo PIP; zu sein’®. So gebildetes PIP;
ermoglicht die Bindung von Akt, 3’-Phosphoinositide-dependent Kinase-1 (PDK-1) und
anderen Threonin-Kinasen. Die Produktion von PIP; durch die PI-3-Kinasen stellt einen
entscheidenden Schritt im Insulin-induzierten Glukose- und Lipidmetabolismus vieler
Gewebe dar'’.

Die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung von PIP; kann durch zwei Phospholipid-
Phosphatasen an unterschiedlichen Positionen erfolgen: Phosphatase and tensin homolog
(PTEN)**! dephosphoryliert PIP; an der 3’-Position und SH2-domain-containing inositol-5’-
phosphatase-2 (SHIP2) macht dies an der 5’-Position'®**. Neben ihrer Bedeutung als
negative Regulatoren der Insulin—Signaltransduktion269 spielen diese Phosphatasen auch bei
onkologischen Erkrankungen eine wichtige Rolle: Mutationen von PTEN, die zu einem
erhohten Spiegel des second-messengers PIP; fithren, wurden bei verschiedenen humanen

Neoplasien nachgewiesen®'.

2.1.4. 3’-Phosphoinositide-dependent Kinasen (PDK) und Akt-Aktivierung

Durch die PI-3-Kinase gebildetes membranidres PIP; ermdglicht die Bindung von PH-
Doménen von Proteinen. Die Serin/Threonin-Kinase PDK-1 enthilt eine solche und bindet
damit an PIP; in der inneren Plasmamembran. Dadurch wird PDK-1 an die Zellmembran
verschoben'.

Die Akt-Kinase enthilt ebenfalls eine PH-Domine und bindet mit ihr an PIP;. Durch diese
Bindung wird auch Akt an die innere Plasmamembran verlagert, was den ersten Schritt auf
dem Weg zur Aktivierung darstellt'. An der Zellmembran ist Akt mit PDK-1 co-lokalisiert.
Dies erméglicht den zweiten Schritt*** zur Aktivierung: PDK-1 phosphoryliert Aktl an
Threonin 308 und aktiviert es dadurch'®**.

Die Akt-Kinase-Aktivitdt kann allerdings durch Phosphorylierung von Serin 473 (in Aktl)

noch weiter gesteigert werden®”.

Lange Zeit war unklar, welches Enzym fiir diese
Phosphorylierung verantwortlich ist. Das unbekannte Enzym wurde zunichst in Analogie zu
PDK-1 als PDK-2 bezeichnet’'. Im Jahr 2005 wurde dann der Komplex aus dem mammalian

target of rapamycin (mTOR) und seinem assoziierten Protein rapamycin-insensitive
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companion of mTOR (rictor) als PDK-2 identifiziert*'°

. Der Komplex wird auch als mTOR
complex 2 (mTORC2) bezeichnet’'!. Er phosphoryliert Aktl nach Insulin-Stimulation an
Serin 473""°.

Weitere Einzelheiten zu Akt-Kinasen und ihren Substraten sind in Abschnitt 2.3 dargestellt.
Neben den Akt-Kinasen phosphoryliert PDK-1 noch weitere Proteine. Ein Beispiel hierfiir
sind die atypische Proteinkinase C (aPKC)>® € und A und moglicherweise noch weitere
Mitglieder der Familie der Proteinkinasen C'*'*%. aPKC € spielt eine wichtige Rolle bei der
Translokation von GLUT-4 in die Zellmembran nach Insulin-Stimulation und nach
korperlicher Arbeit®. AuBerdem kénnen aPKC ¢ und A die Expression des sterol regulatory
element binding protein-Ic (SREBP-1c) verstirken. Dabei handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor in der Leber. Dieser Faktor ist fiir die Transkription von Genen wichtig,
die unter anderem eine Rolle bei Glykolyse und Lipogenese spielen®”. PDK-1 beeinflusst also
die Glukose- und Lipidhomeostase noch auf andere Weise, zuséitzlich zu ihrer Wirkung iiber

Akt.

2.2. Apoptose

Schon lange sind zwei verschiedene morphologische Bilder bei sterbenden Zellen bekannt:
Beim ersten, der Nekrose, fiihrt das unkontrollierte Zusammenspiel aus Schwellung der Zelle
und des Kerns, mitochondrialer Dysfunktion und massivem oxidativem Stress zur Ruptur der
Zellmembran. Dadurch gelangen Zelltrimmer in die Umgebung und 16sen dort eine
Entziindungsreaktion aus 17,288

Die zweite Form lauft bereits morphologisch vollig anders ab: Die Zellen schrumpfen, es
kommt zur Kondensation von Chromatin, der Nukleus wird fragmentiert. Anteile der
Plasmamembran werden abgeschniirt (,,blebbing*) und die so gebildeten Apoptotic bodies
werden letztendlich von spezialisierten Zellen phagozytiert. Die Plasmamembran reif3t dabei
nicht — es wird kein potentiell immunogener Inhalt der Zelle frei®”. Folglich kommt es auch zu
keiner lokalen  Entziindungsreaktionen = mit  unkontrollierter ~ Stimulation  des
Immunsystems'*>>. Kerr, Wyllie und Currie haben fiir diese Art des kontrollierten Zelltodes
1972 den Begriff Apoptose eingefiihrt'**,

Zusitzlich zu den beiden erwihnten Formen gibt es noch weitere Wege des Zelltodes, die sich

nur schwer in eine der beiden Kategorien einordnen lassen. IThnen wird in den letzten Jahren

zunehmende Aufmerksamkeit geschenkt70.
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Fas-ligand /
TNF-a

Mitochondrium

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Apoptose. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Vorginge
findet sich im Text. Abkiirzungen: APAF1 = Apoptotic protease activating factor 1; BCL = B-
cell lymphoma 2; BH = BCL-2 Homology; FADD = Fas-associated death domain protein;
TNF-o0 = tumor necrosis factor o; Xafl = XIAP-associated factor 1; XIAP = X-linked
inhibitor of apoptosis.
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2.2.1. Apoptose-Induktion

2.2.1.1. Der intrinsische Weg

Beim intrinsischen Weg der Apoptose-Induktion werden durch verschiedene
Zellschadigungen pro-apoptotische Mitglieder der BCL-2 (B-cell lymphoma-2) Homology
(BH)-3-only-Familie aktiviert. Von dieser Proteinfamilie sind bei Sédugetieren bisher acht
Mitglieder bekannt™’: NOXA'® und PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis)180
werden nach DNA-Schiiden p53-abhingig upreguliert'””. BIM'” und BMFE'”® werden durch
Zerstorung des Zytoskeletts frei, durch welches sie normalerweise abgebaut werden.
Wachstumsfaktoren fiihren iiber den PI-3-Kinase-Akt-Stoffwechselweg zur Phosphorylierung
von BCL-2-associated death promoter (BAD) (vgl. 2.3.4.2) und I6sen damit seine
Inaktivierung an 14-3-3-Proteinen aus®’'**. Durch den Wegfall dieses Signals wird das
Protein folglich aktiv. BH-3 interacting domain death agonist (BID) wird proteolytisch von
der Caspase-8 aktiviert und stellt so eine Quervernetzung zum extrinsischen Weg dar'4®-18
(vgl. 2.2.1.2).

Aktivierte BH-3-only-Proteine antagonisieren dann in der mitochondrialen Membran
gelegene anti-apoptotische BCL-2-Proteine, welche normalerweise BAX (BCL-2-associated
X protein) und BAK (BCL-2-antagonist/killer-1) vom Oligomerisieren abhalten. Die nun
mogliche Oligomerisierung dieser beiden Proteine fiihrt zur Bildung eines Kanals in der
duBeren Mitochondrienmembran, durch den der Inhalt des intermembranidren Raumes ins
Zytosol gelangt’®. Beispiele fiir so freiwerdende Proteine sind der Second mitochondria-
derived activator of caspases (SMAC)™* und Cytochrom c, ein Bestandteil der Atmungskette.
Kommt Cytochrom c ins Zytosol, fordert es dort die Formierung des Apoptosoms. Dabei
handelt es sich um einen heptameren Komplex aus dem Adapterprotein APAF1 (Apoptotic
protease activating factor 1), Cytochrom ¢, dATP und der noch inaktiven Caspase-9'*7>%.
Das gebildete Apoptosom fiihrt zur Autoaktivierung dieser Caspase-9 und leitet damit eine

Kaskade weiterer Caspase-Aktivierung ein?">® (vgl. 2.2.2).

2.2.1.2. Der extrinsische Weg

Der extrinsische Weg der Apoptose beginnt mit der Bindung von extrazelluldren Liganden an

222

Rezeptoren der death-receptor-Familie®*”. Der am besten untersuchte Rezeptor dieser Familie

ist Fas (CD 95/Apo-1)""%: Dieser transmembranire Rezeptor gehort zur Familie der Tumor
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necrosis factor (TNF)-Rezeptoren. Er hat eine extrazelluldre Rezeptor-Domine und eine
intrazelluldre Todes-Doméne (Death-domain).

Zu den Liganden gehdren pro-apoptotische und inflammatorische Zytokine wie Fas-ligand
und TNF-o. Die Bindung eines solchen Liganden fiihrt zur Trimerisierung von Fas-

186

Rezeptoren . An die nun beieinander liegenden Death-domains der drei Rezeptoren binden

Fas-associated death domain (FADD)—Adapterproteines5’255

. Diese haben je eine death
effector domain (DED), mit denen dann Pro-Caspase-8 und Pro-Caspase-10 gebunden und zu
Initiator-Caspasen aktiviert werden**'?>?¥ Der Komplex aus Ligand, Fas, FADD und Pro-
Caspase wird als death-inducing signaling complex (DISC) bezeichnet'***"”.

Die aktive Caspase-8 wird vom DISC ins Zytoplasma entlassen. Dort leitet sie iiber BID den
intrinsischen Weg der Apoptose-Induktion ein (vgl. 2.2.1.1) und aktiviert eine Kaskade
weiterer Effektor-Caspasen (vgl. 2.2.2). Die genauen Aufgaben der aktivierten Caspase-10

sind bisher unklar'’.

2.2.1.3. Alternative Wege

Neben den klassischen Wegen der Induktion von Apoptose wurden in den letzten Jahren
weitere Wege entdeckt, die Effektor-Caspasen zu aktivieren®’.

Ein Beispiel hierfiir ist die Apoptose-Induktion durch Stress am Endoplasmatischen
Retikulum (ER). Dieser Weg ist bisher erst unvollstindig verstanden: Stress am ER kann
durch Anderungen der Ca**-Homeostase, Hypoxie®> oder fehlerhafte Proteine wie P-
Amyloid'™ oder Prion-Proteine'”’ ausgelost werden. Eine wichtige Rolle dabei spielen durch
den Stress nicht korrekt gefaltete Proteine. Diese fithren dazu, dass am ER gebundene Pro-
Caspase-12 aktiviert wird und dann Apoptose induziert'’®**. Es gibt auch Hinweise darauf,
dass bei der ER-vermittelte Aktivierung von Caspase-12 der intrinsische Weg der Apoptose
ebenfalls eine wichtige Rolle spielt231’23 3

Ein weiterer Weg ist die Granzym B-abhidngige Apoptose-Induktion: Zytotoxische T-Zellen
und Natural killer (NK)-Zellen enthalten Granula mit Perforin und verschiedenen
Granzymen. Diese Lymphozyten werden durch virusinfizierte oder maligne transformierte
Zellen aktiviert. Neben ihrer Apoptose-Induktion iiber Fas geben die Zellen auch ihre Granula
in den Raum zwischen Lymphozyt und Zielzelle frei, welche dann von den Granula erreicht
wird®?%. Dort polymerisiert Perforin und bildet einen Kanal in der Zellmembran der
Zielzelle, durch den Granzyme ins Zytosol gelangen. Dariiber hinaus gibt es noch weitere

Wege fiir Granzyme das Zytoplasma zu erreichen*'. Hier kann eines davon, Granzym B, dann
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(dhnlich wie Caspase-8) BID proteolytisch aktivieren und so den intrinsischen Weg der
Apoptose-Induktion einleiten®’. AuBerdem kann Granzym B direkt Caspase—S21 und Caspase-

1 - . . 2941206
8'% aktivieren und so Apoptose induzieren 941,206

2.2.2. Gemeinsame Effektor-Mechanismen

Der weitere Verlauf der Apoptose ist durch die Wirkung der Effektor-Caspasen
gekennzeichnet, die durch Initiator-Caspasen aktiviert wurden (vgl. 2.2.1). Inaktive
monomere Pro-Caspasen werden durch proteolytische Spaltung in ihre groBe und kleine
Untereinheit und anschlieBende Oligomerisierung aktiviert. Diese Spaltung erfolgt
kaskadenartig; das bedeutet, eine aktive Initiator-Caspase spaltet und aktiviert Effektor-
Caspasen, welche dann wiederum weitere Caspasen spalten konnen. Die wichtigsten
menschlichen Effektor-Caspasen sind die Caspase-3, Caspase-6 und Calspalse—752’203 . Sie sind
auch fiir viele proteolytische Effekte an anderen Proteinen verantwortlich und so entscheidend
fir die Ausfithrung der Apoptose. Mittlerweile sind etwa 400 Substrate von Effektor-
Caspasen bekannt'”, die Bedeutung der meisten davon ist jedoch noch unklar. Einige wenige,
besser erforschte, sollen hier weiter beleuchtet werden:

Ein Teil davon scheint fiir die Degradierung von zelluldren Stukturproteinen verantwortlich
zu sein: Dazu gehoren die Aktinfilamente, bei denen Aktin64, Myosin64’120’264, Filamin® und
Spectrinel%’280 von Caspasen gespalten werden. Auch die etwas groleren
Intermedidrfilamente werden im Verlauf der Apoptose zerstort. Substrate sind hier unter
anderem Lamine187’200, Keratine>*'® und Vimentine*®!”. Diese Prozesse konnten eine Rolle
bei der Abrundung und beim Schrumpfen von apoptotischen Zellen spielen und ein Schritt
beim blebbing sein.

Caspasen spalten wichtige Proteine von anti-apoptotischen Signaltransduktionswegen284.
Eines dieser Ziele ist Akt1***’. Caspasen inaktivieren somit diese Wege und verhindern eine
Inhibition der einmal ausgeldsten Apoptose.

Bei der Auflosung des Zellkerns spielen unter anderem die Proteine aus der Kernmembran
Lamin A, Lamin B und Lamin C eine Rolle, die alle von Caspasen gespalten werden®”. Die
Apoptose-induzierte Kontraktion von Aktin-Myosin triigt ebenfalls zu diesem Prozess bei®.
Die Spaltung von DNA erfolgt durch caspase-activated deoxyribonuclease (CAD)**. Diese
Endonuklease wird aktiv, indem Caspase-3 den inhibitor of CAD (ICAD) abbaut und somit

CAD fresetzt*®. Zusitzlich werden auch verschiedene Transkriptionsfaktoren,
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Initiationsfaktoren und ribosomale Proteine zerstort>>. Somit wird der Zellkern und die DNA

zerstort und eine Synthese weiterer Proteine verhindert.

2.2.3. Entfernung der Zellreste

Nachdem eine Zelle durch Apoptose unwiederbringlich zu sterben begonnen hat, ist es
wichtig, diese mit noch intakter Zellmembran zu entfernen und somit das Freiwerden
potentiell immunogener Zellbestandteile zu verhindern. Das geschieht durch Phagozytenm.
Um sie anzulocken, sekretieren apoptotische Zellen chemotaktisch wirksame Stoffe. Von
diesen sind bisher erst einige wenige bekannt. Ein Beispiel ist Lysophosphatidylcholin (LPC),
ein Phospholipid, das Caspase-3-abhingig freigesetzt wird und Monozyten anlocken
kann2"135
Einmal angelockte Phagozyten erkennen die apoptotische Zelle dann an Verdnderungen der
Zusammensetzung ihrer Zellmembran. Eine Rolle dabei spielt Phosphatidylserin (PS), das
normalerweise in der inneren Schicht der Zellmembran vorkommt. Wird eine Zelle
apoptotisch, dann wird PS in die duBlere Schicht der Plasmamembran transloziert und kann

86167 UUber welchen Rezeptor PS dabei von Phagozyten erkannt

134,255

dort Phagozytose induzieren
wird, ist bisher noch nicht vollstandig geklart, doch werden einige Kandidaten diskutiert
Es gibt noch einige andere bekannte Verianderungen der Zusammensetzung der Zellmembran,
deren Bedeutung aber noch nicht abschliefend geklirt werden konnte”.

Um eine lokale Entziindungsreaktion zu unterdriicken, setzen die aktivierten Phagozyten anti-
inflammatorische Zytokine wie [Interleukin (IL)-10, Prostaglandin-E, (PgE,) und
Transforming growth factor (TGF)-p frei®>132"4,

Interessanterweise werden aber auch Peptide der aufgenommenen apoptotischen Zelle von
dendritischen Zellen iiber Major histocompatibility complex (MHC)-Klasse-I-Komplexe
prisentiert und konnen so zytotoxische T-Zellen aktivieren’**'**?*’  Der MHC-Klasse-I-
Komplex hat eigentlich die Aufgabe, Peptide zu prisentieren, die in der Zelle selbst

128,181 - .. .
81 " Durch diesen zusitzlichen

produziert und im Proteasom gespalten wurden
Mechanismus konnen apoptotische Zellen selbst sogar noch nach ihrer Aufnahme in
dendritische Zellen vom adaptiven Immunsystem tiiberpriift werden und falls notig eine
Immunantwort induzieren. Allerdings muss dieser Prozess sehr genau reguliert sein, da sonst
die Gefahr der Erkennung von Autoantigenen besteht und damit eine Autoimmunreaktion

droht.
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2.2.4. Apoptose-Inhibitoren

Die Aktivierung einer Caspase 10st eine Kaskade weiterer Caspase-Aktivierungen aus, die
dann zum Zelltod fiihrt. Deswegen ist es sehr wichtig, diese Proteasen zu hemmen, bis sie
wirklich gebraucht werden. Die inhibitor of apoptosis (IAP)-Proteine sind dabei wichtige
Regulatoren. Zuerst identifiziert wurden sie 1993 in Baculoviren®, seither gelang der
Nachweis von homologen Proteinen in vielen anderen Spezies® . Beim Menschen sind aus
der Familie der IAP-Proteine bisher folgende Mitglieder bekannt®”: X-linked inhibitor of
apoptosis (XIAP; alternativ BIRC4), cellular IAP 1 (c-IAP1 alternativ BIRC2), c-IAP2
(alternativ BIRC3), neuronal apoptosis inhibitor protein (NAIP alternativ BIRC1), Survivin
(alternativ BIRCS), Apollon (alternativ BIRC6), melanoma IAP (ML-IAP alternativ BIRC7)
und [AP-linked protein 2 (ILP2 alternativ BIRCS). Mit der BIRC (BIR-containing protein)-
Terminologie wird versucht, eine neue Nomenklatur dieser Proteinfamilie einzufiihren, die

sich mehr an ihrer Struktur als an ihren Aufgaben orientiert™”

. Mitglieder der Familie der
IAP-Proteine sind dadurch gekennzeichnet, dass sie alle eine oder mehrere Baculovirus IAP
repeat (BIR)-Doménen enthalten. Dabei handelt es sich um eine Sequenz von etwa 70
Aminosduren, die an Caspasen binden kann, und in manchen Proteinen auch die Fihigkeit hat

. C 78,108,154
diese zu inhibieren .

2.24.1. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP)

Das am besten charakterisierte Mitglied der Familie der IAP-Proteine ist X-/inked inhibitor of
apoptosis (XIAP). Hierbei handelt es sich um ein etwa 55 kDa schweres Protein, das drei BIR
(BIR 1 bis 3)- und eine RING (really interesting new gene)-Finger-Domine enthilt''>*,
Exprimiert wird XIAP in allen untersuchten menschlichen Geweben - aufler in Leukozyten
des peripheren Blutes'™*.

XIAP ist der potenteste bekannte natiirliche Caspase-Inhibitor’® und méglicherweise das
einzige Mitglied der Familie der IAP-Proteine, das auch unter physiologischen Bedingungen

239

diese Funktion iibernehmen kann“””. Verantwortlich dafiir sind verschiedene Abschnitte von

XIAP:
Ein Abschnitt zwischen BIR 1 und BIR 2 kann zusammen mit der BIR 2-Domine die
Effektor-Caspasen 3 und 7 inhibieren, indem deren aktives Zentrum sterisch blockiert

. 1112,201,224
wird .
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Die Initiator-Caspase-9 wird durch die BIR 3-Domine gehemmt. Diese Doméne blockiert den
fir die Dimerisierung verantwortlichen Caspase-Abschnitt und hilt diese somit in ihrer
monomeren und damit inaktiven Form™®.

Diese anti-apoptotischen Funktionen von XIAP konnen durch SMAC aufgehoben werden.
Wird SMAC aus den Mitochondrien frei (vgl. 2.2.1.1), kann er an XIAP binden, die XIAP-
Caspase-Interaktion aufheben und so die Aktivierung dieser Caspasen ermbglichen155’230’24o.
Auch XIAP-associated factor 1 (Xafl) vermindert die anti-apoptotischen Effekte von XIAP
(vgl. 2.4).

Die BIR 1-Doméne spielt keine Rolle bei Hemmung von Caspasen. Stattdessen ist sie an der
Signaltransduktion der TGF-B- und bone morphogenetic protein (BMP)-Rezeptoren durch
XIAP-vermittelte NF-kB- und MAP-Kinase-Aktivierung beteiligt. Dies geschieht durch
direkte Interaktion von XIAP mit TAKI-binding protein-1 (TAB1), einem Aktivator der TGF-
p activated kinase-1 (TAKl)—KinaselS7. Diese Kinase aktiviert dann die inhibitor of kB (IkB)-
Kinase und die MAP-Kinase-Kinase'***'.

Die RING-Finger-Domine hat Ubiquitin-Ligase (E3)-Aktivitdt und kann somit Proteine fiir

eine Degradierung im Proteasom markieren™

. Welche Proteine so ubiquitiniert werden, ist
noch nicht abschlieBend geklirt. Es gibt Hinweise darauf, dass XIAP Caspasen™' sowie nach
Bindung von SMAC auch sich selbst'?*161:20 ubiquitinieren kann. Allerdings gibt es auch

. . . . . . 267
Studien, die diesen Hinweisen widersprechen 6

. Auch die Regulation, wann welches Protein
ubiquitiniert wird, ist bisher kaum bekannt. Ein Modell postuliert, dass in gesunden Zellen
Caspasen ubiquitiniert werden und so die anti-apoptotische Funktion von XIAP verstérkt
wird"*?. Nach Aktivierung von Apoptose und Freisetzung von SMAC aus den Mitochondrien
wird dann aber der XIAP-SMAC-Komplex ubiquitiniert und somit entfernt.

Interessanterweise kann die Ubiquitinierung von XIAP durch sich selbst oder andere Proteine
verhindert werden, wenn dieses zuvor von Akt phosphoryliert wurde®. Der Abbau von XIAP
konnte somit auch teilweise durch die Aktivitit des PI-3-Kinase-Akt-Stoffwechselweges

reguliert werden (vgl.2.3.4.2). Dies ist ein Hinweis auf eine weiterere molekulare Grundlage

fiir die anti-apoptotische Wirkung der Achse.

2.24.2. Andere Inhibitors of apoptosis (IAP)-Proteine

Da alle IAP-Proteine auller XIAP keine physiologisch potenten Inhibitoren von Caspasen

sind”*?”, miissen sie ihre anti-apoptotische Funktion auf andere Weise erfiillen oder géinzlich

andere Funktionen haben.
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c-IAP1, c-IAP2 und ML-IAP konnen moglicherweise SMAC binden und dadurch eine
Blockade von XIAP durch SMAC verhindern®>*7°,

Bei der TNF-induzierten Apoptose spielen c-IAP1 und c-IAP2 ein Rolle: Sie binden iiber ihre
BIR-1-Domine an TNF-receptor-associated factor (TRAF)-1 und TRAF-2. Mit diesen bilden
sie einen Komplex, der dann an den TNE-Rezeptor 2 gebunden wird®***'2. Dariiber hinaus
kann c-IAP1 auch TRAF-2 ubiquitinieren und ins endoplasmatische Retikulum
translozieren'**2*.

Survivin spielt eine wichtige Rolle bei der Mitose''. Reguliert wird es unter anderem durch
p53, das seine Expression unterdriickt'’>. AuBerdem kann es iiber einen bisher noch nicht
vollstidndig erforschten Mechanismus Apoptose inhibieren''***.

Ahnlich wie XIAP konnen NAIP und ML-IAP moglicherweise auch iiber TAB1 zu einer

Aktivierung von TAKI fiihren"’

(vgl. 2.2.4.1). Sie konnten somit ebenfalls an der
Transduktion des NF-«xB- und MAP-Kinase-Signalweges beteiligt sein.
Dariiber hinaus werden noch einige andere Funktionen von Mitgliedern der Familie der IAP-

Proteine diskutiert>>’.

2.3. Akt-Kinasen

Die Familie der Akt-Kinasen besteht aus drei Isoformen: Aktl, Akt2 und Akt3. Alternativ
wird auch der Name Proteinkinase B (PKB) verwendet. Die drei Isoformen werden dann als
PKB o, PKB B und PKB y bezeichnet. Dabei handelt es sich um Serin/Threonin-Kinasen mit
einem Molekulargewicht von etwa 57 kDa. Jede dieser Isoformen wird von einem anderen

Gen auf einem anderen Chromosom codiert>>" 164211

2.3.1. Expression und Funktion

Aktl wird beim Menschen ubiquitdr exprimiert. Akt2 ist ebenfalls in allen untersuchten
Geweben nachweisbar, mit einer verstiarkten Expression in Insulin-sensitivem Gewebe wie
Leber, Skelettmuskel und Fett. Akt3 wird beim Adulten in Hirn, Lunge und Nieren kriftig
und in Herz, Leber und Hoden wenig exprimiert. In fetalem Gewebe lésst sich Akt3 im Herz,
in der Leber und im Hirn nachweisen, nicht aber in den Nieren>> 7164211253

Knock-out Tiermodelle zeigten die Beteiligung der verschiedenen Isoformen an

unterschiedlichen Prozessen: Das Deaktivieren von Aktl fithrte zu retardiertem Wachstum
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und verkiirztem Leben54, metabolische Storungen traten hierbei keine auf’’. Entfernen von
Akt2 fiihrte zu Insulinresistenz und Diabetes mellitus™® bei nur geringer
Wachstumsretardierung’. Das Ausschalten von Akt3 fiihrte zu einer Reduktion der GroBe des

Gehirns, ohne Effekte auf Glukose-Metabolismus oder Wachstum zu haben’®77262,

2.3.2. Aufbau

Alle drei Isoformen von Akt haben einen hohen Grad an Homologie untereinander und mit
anderen Kinasen der Proteinkinase (A/B/C)-Familie'® und sind gleichartig aufgebaut: Sie
bestehen aus einer aminoterminalen PH-Domine, einer zentralen katalytischen Domine und

237 . . . . .
37 In dieser unterscheiden sich die beiden

einer carboxyterminalen hydrophoben Doméne
Splicevarianten von Akt3”*.

Die PH-Domine bindet Akt an PIP5 in der Zellmembran und macht die Kinasen so fir ihre
Aktivierung zugédnglich (vgl. 2.1.4). Im Bereich der katalytischen Domine befindet sich auch
Threonin 308. Diese Aminosidure wird von PDK-1 phosphoryliert und aktiviert so Akt (vgl.
2.1.4). Die hydrophobe Domine enthilt eine Sequenz, die in vielen Proteinkinasen der
A/B/C-Familie vorkommt. Hier befindet sich auch Serin 473, durch dessen Phosphorylierung

die Akt-Aktivitit noch weiter gesteigert werden kann'?%'%*211¢ (yg] 2.1.4).

2.3.3. Regulation

Wie oben beschrieben (vgl. 2.1.4) wird Akt nach Bindung an PIP; durch Phosphorylierung an
zwei Aminosdureresten aktiviert: PDK-1 phosphoryliert Threonin und der Komplex aus
mTOR und rictor phosphoryliert Serin 473 (beides in Aktl).

Neben der Dephosphorylierung von PIP; (vgl. 2.1.3) kann Akt auch durch direkte
Dephosphorylierung der Kinase selbst negativ reguliert werden’': Protein phosphatase 2A
(PP2A) dephosphoryliert Threonin 308'*' und PH domain leucine-rich repeat protein
phosphatase (PHLPPa) Serin 473”’. Andere Proteine wie Tribbles homolog 3 (Trb3) binden

an nicht-phosphoryliertes Akt und verhindern dadurch seine Aktivierung75.
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2.3.4. Akt-Substrate und die Bedeutung fiir physiologische Prozesse

Nach Aktivierung lost sich Akt von der Zellmembran, um Serin- und Threonin-Rest in
verschiedenen Substraten zu phosphorylierengl. Diese spielen eine wichtige Rolle bei
verschiedenen physiologischen Prozessen in der Zelle. Einige wichtige der mittlerweile iiber
100 bekannten Substrate'® sollen hier niher beleuchtet werden. Sie sind unter anderem

beteiligt an:

2.3.4.1. Glukosemetabolismus

Muskel- und Fettzellen nehmen nach Insulin-Stimulation Glukose iiber den GLUT-4-
Transporter auf. Dieser Transporter wird aktiviert, wenn er in die Zellmembran transloziert
wird. Schon ldnger ist bekannt, dass in diesem Prozess neben den aPKC (vgl. 2.1.4) die
Aktivierung von Akt2 eine wichtige Rolle spielt''”'?', die genauen Mechanismen sind bisher
aber noch nicht vollstindig bekannt .

Akt-Aktivitdt steigert die Produktion von Glykogen, indem Glycogen synthase kinase 3
(GSK-3) phosphoryliert wird®. Diese wird dadurch inaktiviert, wodurch die hemmende
Wirkung auf die Glykogen-Synthase aufgehoben wird”. Das Enzym wird aktiv und kann
Glukose in Glykogenketten einfiigen. Dariiber hinaus spielt GSK-3 in vielen anderen
Prozessen eine Rolle”*”.

Zusitzlich wird der Glukosemetabolismus auf Transkriptionsebene durch Einwirkung von
Akt auf Mitglieder der Familie der forkhead-Transkriptionsfaktoren reguliert. Akt
phosphoryliert beispielsweise forkhead box protein (FOX)O1*° und FOXA2™. Diese
Phosphorylierungen ermdoglichen deren Bindung an 14-3-3 Proteine und verhindern so die
Verschiebung in den Zellkern hinein. Dadurch wird die Aktivitit dieser
Transkriptionsfaktoren gehemmt*’. Normalerweise aktivieren diese Transkriptionsfaktoren
unter anderem die Glukoneogenese in der Leber'*® und hemmen die Lipogenese'”’. Beides
wird durch Akt-Aktivitit aufgehoben. Weiterhin sind viele andere Mitglieder der forkhead-
Familie bekannt, die durch Akt reguliert werden und eine wichtige Rolle im zellulidren

Metabolismus spielen104.
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2.3.4.2. Anti-Apoptose

Akt inhibiert Apoptose auf verschiedenen Wegen: Durch Phosphorylierung von Serin 136 in
BAD wird dieses pro-apoptotische Protein an 14-3-3 Proteine gebunden und dadurch
inaktiviert”'"*” (vgl. 2.2.1.1).

Auch Pro-Caspase-9 wird durch Akt phosphoryliert. Dadurch wird die Aktivierung dieser
Initiator-Caspase (vgl. 2.2.1.1) verhindert™”.

XIAP wird ebenfalls von Akt phosphoryliert. Das verhindert die Ubiquitinierung und den
Abbau dieses Apoptose-Inhibitors im Proteasom (vgl. 2.2.4.1)%.

Weiter inhibiert Akt die Expression von BH-3-only-Proteinen (vgl. 2.2.1.1) durch
Phosphorylierung von Mitgliedern der forkhead-Transkriptionsfaktoren'®. So wird die pro-
apoptotische Wirkung dieser Proteine verringert. Auch die Expression von Fas-ligand (vgl.
2.2.1.2) wird auf diesem Wege reduziert™.

Die Beeinflussung des MAP-Kinase-Weges spielt auch eine Rolle bei der anti-apoptotischen
Funktion von Akt. Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1), eine MAP-Kinase-Kinase-
Kinase, wirkt bei der durch zellulidren Stress induzierten Apoptose mit'"®. Sie wird durch Akt

phosphoryliert und inaktiviert' .

2.3.4.3. Wachstum

Stimulation der Akt-Kinasen fithrt auch zum Zellwachstum und so zur VergroBerung der
Zellmasse. Eine wichtige Rolle dabei spielt der mTOR complex 1 (mTORC1)****", der von
Akt aktiviert wird. Die Aktivierung erfolgt dabei indirekt durch Phosphorylierung von
tuberous sclerosis complex (TSC)-2. Dieser ist in nicht phosphoryliertem Zustand an TSC-1
gebunden. TSC-1 und TSC-2 inhibieren gemeinsam mTORCI. Nach Phosphorylierung von
TSC-2 durch Akt wird mTORC1 dann durch Ras-related small G protein (Rheb)
aktiviert! 4163194
Zusitzlich wird noch ein weiterer mTORCI1-Bindungspartner diskutiert, der von Akt
phosphoryliert wird: Hierbei handelt es sich um proline-rich Akt substrate of 40 kDa
(PRAS40). Dieses Protein inhibiert in nicht phosphoryliertem Zustand mTORCI. Nach
Phosphorylierung durch Akt wird diese Inhibition aufgehoben?"”.

Die den beiden oben beschriebenen Prozessen folgende Aktivierung von mTOR fiihrt {iber

mehrere Zwischenschritte zu einer verstirkten Translation>'".
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2.3.4.4. Proliferation

Die Zellproliferation wird von Akt iiber die Regulation des Zellzyklus induziert:

Akt phosphoryliert die beiden Inhibitoren des Zellzyklus p21Cip1 und p27ij1. Diese werden
dadurch an 14-3-3-Proteine gebunden und so im Zytoplasma inaktiviert'”***?%***® Dadurch
kann eine Progression des Zellzyklus stattfinden.

AuBerdem fiihren noch weitere durch Akt beeinflusste Proteine zu einer Progression des
Zellzyklus. Diese wurden bereits oben erwihnt. Dazu gehoren unter anderem GSK-3 und

mTORC1'%,

2.4. XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor 1 (Xaf1)

XIAP-associated factor 1 (Xafl) wurde durch Yeast-two-hybrid-screening als XIAP-

2

interagierendes Protein gefunden'’”. Mittlerweile sind sieben Isoformen des Proteins

identifiziert, die durch alternatives Splicing entstehen®*".

2.4.1. Expression

Xafl wird in allen untersuchten normalen humanen Geweben exprimiert. Die Expression ist
im Herz und den Ovarien am stidrksten, am schwichsten ist sie im Gehirn und in den
Hoden®"?. In vielen Tumoren wird Xafl hingegen nur wenig oder gar nicht

61,92,122,143,160,182,209

exprimiert In einigen Tumorentititen ist die Expression dabei in

untersuchtem Gewebe mit ungiinstigem Grading noch weiter verringert .

2.4.2. Aufbau

Die Isoform 1 von Xafl besteht aus 301 Aminosduren und enthdlt im Bereich der
Aminosduren 22 bis 99 einen TRAF type zinc finger. In Teilen dieses Abschnittes
unterscheiden sich die Isoformen 2, 4, 6 und 7 von der Isoform 1%%!. Den Isoformen 3 und 4
fehlen die carboxyterminalen 159 Aminosduren; Isoform 5 ist in diesem carboxyterminalen

Abschnitt verindert®.
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2.4.3. Regulation

Reguliert wird Xafl weder durch Phosphorylierung (wie beispielsweise die Akt-Kinasen)
noch durch proteolytische Spaltung (wie die Caspasen), sondern durch die unterschiedlich

starke Expression dieses Proteins'™".

Moglicherweise spielen dariiber hinaus noch
Veridnderungen durch alternatives Splicing eine Rolle. Hinweis darauf ist die Erkenntnis,
dass bestimmte Splicevarianten hauptsidchlich in Zellen aus Tumoren exprimiert
werden®”**"#'. Auch das Xafl-interagierende Protein CBP (cAMP response element binding
protein (CREB)-binding protein) scheint zumindest einige der Wirkungen von Xafl zu

regulieren” (vgl. 2.4.4).

2.4.3.1. Verstirkte Expression

Die Expression von Xafl kann durch Interferon-a, -B und -y sowie durch TNF-a gesteigert
werden. Wegen der Stimulierbarkeit der Expression durch Interferone wird Xaf1 zur Gruppe
der Interferon stimulated genes (ISG) gezihlt'”.

Interferon-p bindet an Typ-1 Interferon-Rezeptoren und aktiviert so Januskinasen. Diese
phosphorylieren den signal transducer and activator of transcription (STAT) 1. Der bindet
dann an ein interferon stimulated response element (ISRE), das vor einem Gen gelegen ist,
und kann so dessen Transkription induzieren?”'. Ein solches ISRE befindet sich auch 55 bis
66 Nukleotide vor dem ersten ATG von Xafl 249, ein weiteres 30 bis 38 Nukleotide davor’”.
Durch die Bindung von STAT 1 an diese ISRE kann Interferon zu einer verstirkten
Expression von Xafl fiihren, was dann zu einer hoheren Empfindlichkeit fiir Apoptose
170

fiihrt****”°. Die Expression erfolgt selbst dann noch, wenn der Promoter methyliert ist

24.3.2).

(vgl.

Bemerkenswert ist, dass Interferon-y in manchen Zellen die Xafl Expression auf vollig
andere Weise als die anderen Interferone verstiarkt: Hier wird Xafl durch Aktivierung von
STAT 3 unabhingig von STAT 1 zur Verfiigung gestellt. Dies fiihrt dann ebenfalls zu einer
erhohten Empfindlichkeit fiir die Induktion von Apoptosezs. Die genauen molekularen
Mechanismen hierfiir sind noch unklar.

Interferon-o.  scheint im Gegensatz zu den beiden anderen Interferonen nur eine
untergeordnete Rolle in der Induktion von Xafl zu spielen. Es wurde zwar eine verstéarkte
Xafl-Transkription nach Stimulation mit Interferon-o nachgewiesen, allerdings war sie

deutlich schwiicher als die Interferon-p-induzierte Expression'*”'*'. Dies konnte
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moglicherweise aber auch daran liegen, dass Zellen untersucht wurden, in denen Interferon
regulatory factor 1 (IRF) 1 und IRF 7 nicht durch Interferon-a aktivierbar waren>®,

TNF-a steigert die Expression von Xafl. Auch hierfiir sind die genauen molekularen
Grundlagen bisher ungeklirt, es gibt aber Hinweise darauf, dass NF-«kB dabei eine Rolle

spielen konnte®*®.

2.4.3.2. Abgeschwichte Expression

Die Transkription von Xafl wird durch Methylierung von CpG Sequenzen (Cytosin-
Phosphat-Guanin) in der Promoter-Region von Xafl abgeschaltet'’*’. Welche DNA-
Methyltransferase die Methylierung katalysiert, ist bisher unbekannt. Diese Suppression von
Xafl durch Methylierungen in der Promoter-Region spielt eine wichtige Rolle in
verschiedenen Tumoren®’'2%143:174-297,

Ein weiterer Weg, die Expression von Xafl zu verringern, ist die Bindung von heat-shock
transcription factor 1 (HSF1) vor der Promoter-Region von Xafl. Dort befindet sich 862 bis
821 Nukleotide vor der codierenden Sequenz von Xafl ein heat-shock element (HSE), an dem

278 HSF1 wird nach zellulirem

HSF1 bindet und dann die Transkription von Xafl verhindert
Stress exprimiert'’. Die Suppression von Xafl durch HSF1 konnte also dazu beitragen, durch
Zellstress induzierte Apoptose zu verhindern. Hinweis darauf ist auch die verstérkte

Expression von HSF1 und Suppression von Xafl in manchen Tumoren'*®!4278,

2.4.4. Funktion

Xafl reguliert die Empfindlichkeit von Zellen fiir apoptotische Stimuli. Es kann Apoptose

nicht selbst induzieren, aber in Kombination mit anderen Faktoren kann es sie

verstirken!' 4192193

. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind bisher nicht
vollstiandig verstanden und konnten jeweils nur in wenigen Zelltypen gezeigt werden. Welche
Abschnitte von Xafl fiir seine Wirkungen verantwortlich sind, wurde bisher ebenfalls nicht
geklirt. Beobachtet wurde lediglich, dass der Abschnitt mit dem TRAF type zinc finger alleine
nicht in der Lage ist, die Empfindlichkeit fiir Apoptose zu steigern'*'.

Der erste beschriebene Wirkmechanismus von Xafl war die Inaktivierung von IAPs (vgl.
2.2.4): So wird XIAP in seiner anti-apoptotischen Funktion durch Xafl gehemmt'*'>?. In
einigen Zellen scheint dies durch die Verschiebung von XIAP in den Nukleus zu

152,205,232

geschehen . Es gibt allerdings andere Zelllinien, in denen dieser Vorgang nicht
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gefunden werden konnte!41:279-289

. Die Lokalisierung im Zellkern scheint also zelltyp-
spezifisch zu sein. Thre physiologische Rolle ist bisher unklar.

Neben XIAP kann Xafl auch an andere Mitglieder der Familie der IAP binden'®. Die
Interaktion mit NAIP scheint dessen Aktivitit zu verringern'®'. Welche Funktionen die
Interaktionen mit weiteren IAPs erfiillen, ist bisher nicht gekléart.

Eine weitere Wirkung von Xafl ist die Aktivierung des intrinsischen Weges der Apoptose-
Induktion (vgl. 2.2.1.1). Diese gelingt durch Translokation von Xafl an die Mitochondrien.
Dort aktiviert es dann BAX und dariiber die Freisetzung von Cytochrom c¢ ins
Zytoplasma®*®*®. Dieser Weg scheint auch zur Spaltung von XIAP und damit zu dessen
Inaktivierung zu fiihren°.

Dariiber hinaus ist Xafl im Komplex mit XIAP an der Inaktivierung des IAP Survivin durch
Ubiquitinierung und anschlieBenden Abbau im Proteasom beteiligt'®.

Der Transkriptionsfaktor Activator protein 1 (AP-1) reguliert eine Reihe von Genen, die fiir
die Progression des Zellzyklus und die Regulation von Apoptose verantwortlich sind*?. Xafl
kann die AP-1-Aktivitit verringern. Dieser Effekt wird durch das Xaf1-interagierende Protein
CBP noch weiter verstirkt®° (vgl. 2.4.3). Bei CBP handelt es sich um einen Co-Aktivator, der
normalerweise die Aktivitidt der cAMP response element binding protein (CREB)-vermittelten

Transkription verstirkt''®*",

Interessanterweise verringert er im Gegensatz dazu in
Kombination mit Xafl die AP-1-Aktivitit. Welche der AP-1-regulierten Gene davon in
welcher Form beeinflusst werden, ist bisher nicht untersucht. Dariiber hinaus wird spekuliert,
ob die Interaktion von Xafl mit CBP auch die Transkription anderer CBP-beeinflusster
Proteine verindern konnte®’,

Ein hemmender Effekt von Xafl auf die Angiogenese wurde ebenfalls beschrieben. Auch

dieser scheint iiber die Regulation der Expression weiterer Proteine vermittelt zu werden'”.

2.5. Ziel der Arbeit

In der Arbeitsgruppe von PD Dr. Lammers wurde zur Suche nach neuen Interaktionspartnern
von Aktl ein Yeast-two-hybrid-screening durchgefiihrt. Ein Protein, das dabei gefunden
wurde, ist Xafl (bisher unvertffentlichte Daten).

Ziel der Arbeit ist es nun, diese Interaktion zu bestidtigen, ihre Rolle in
Stoffwechselvorgingen zu charakterisieren und erste Hinweise auf ihre physiologische
Bedeutung zu finden. Dazu sollen mogliche Effekte der Interaktion auf die Aktivitdt der

beiden Proteine aufgedeckt werden.



3. Material und Methoden

3.1. Bezugsquellen

3.1.1. Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese 30 Gelmix)

Agar

Agarose
Ampicillin
Aprotinin

APS

ATP

[y-*P] ATP
B-Glycerophosphat
3-Mercaptoethanol
Bovines Serum-Albumin (BSA)
Bromphenolblau
CaCl,
Coomassie-Brillant-Blau R 250
DMSO

DTT

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Etoposide

Ficoll
Formaldehyd
Gelatine

Glutamin

HCI

Insulin

IPTG

Methanol
Mitomycin C
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Roth (Karlsruhe)

Difco (Detroit, USA)

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
GE Healthcare (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Polysciences (Warrington, USA)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Eli Lilly (Indianapolis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)



NaCl

Nal
Natriumorthovanadat
Ponceau S
Phenol

SDS
Staurosporine
TEMED
TNF-a
TO-PRO 3
TRAIL
Trizma® base
Triton X-100
Trypsin
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Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Biomol (Hamburg)
Molecular Probes (Karlsruhe)
Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Lonza (Wuppertal)

Hier nicht aufgelistete Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Serva

(Heidelberg), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in p.a.-Qualitit bezogen.

3.1.2. Enzyme

Antarctic Phosphatase
Klenow-DNA-Polymerase
Pwo-Polymerase
Pfx-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RNase

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase

Taq-Polymerase

New England Biolabs (Schwalbach im Taunus)
New England Biolabs (Schwalbach im Taunus)
Peqlab (Erlangen)

Invitrogen (Karlsruhe)

New England Biolabs (Schwalbach im Taunus)
Roche (Mannheim)

New England Biolabs (Schwalbach im Taunus)
New England Biolabs (Schwalbach im Taunus)
Eppendorf (Hamburg)



3.1.3. Sonstiges

Bio-Rad Protein Assay
CEX-Marker
CryoTubes
CNBr-Sepharose
DMEM

Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kit

EMEM

Foetal Calf Serum (FCS)
Function-line-Inkubator
Gel-Blotting Papiere (3mm)
Herasafe

HiSpeed Plasmid Midi-Kit
Kaniilen Sterican 24 G x 17’
Nitrozellulose Hybond (0,45 mm)
NucleoSpin Plasmid-Kit
Oligonukleotide

Parafilm

PCR-Purification-Kit
PCR-Thermocycler

PermaFluor

Pipettierhilfen

Poly-Prep Chromatographie Siule
Protein A Sepharose

Protein G Sepharose

Protein Molekulargewichts-Marker
Rontgenfilme (Hyperfilm)
Sepharoseperlen
Sepharose-gebundenes Glutathion
Spritzen Injekt Luer Solo 20 ml
WST-1-Reagenz

Zentrifugen
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Biorad (Miinchen)

Eigene Herstellung, AG PD Dr. Lammers
Nalge (Rochester, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Invitrogen (Karlsruhe)

GE Healthcare (Miinchen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Heraeus (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Heraeus (Hanau)

QIAGEN (Hilden)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
GE Healthcare (Miinchen)
Macherey-Nagel (Diiren)

Operon Biotechnologies (Koln)
American National Can (Neenah, USA)
Macherey-Nagel (Diiren)

Progene (Los Angeles, USA)

Dianova (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Biorad (Miinchen)

GE Healthcare (Miinchen)

GE Healthcare (Miinchen)

Eigene Herstellung, AG PD Dr. Lammers
GE Healthcare (Miinchen)

GE Healthcare (Miinchen)

GE Healthcare (Miinchen)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
Roche (Mannheim)

Heraeus (Hanau) und Eppendorf (Hamburg)
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3.2. Losungen, Puffer und Medien

3.2.1. Molekularbiologie

Acrylamid-Harnstoffgel (10 %), 50 ml 12,5 ml Acrylamid (40:2)
21,02 g Harnstoff
2,5 ml 10x TBE
14,5 ml H,0
450 pul APS
35 ul TEMED
6x DNA-Ladepuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % (w/v) Xylencyanol
30 % (w/v)  Glycerin

10 mM EDTA
KCM 0,5M KCl

0,15M CaCl,

0,25 M MgCl,
LB-Medium 10 g/l Tryptone

5,0 g/ Hefeextrakt

9,5 g/l NaCl

pH 7,2 (mit NaOH eingestellt)

Sequenzierpuffer 98 % Formamid, deionisiert
10 mM EDTA
0,025 % Bromphenolblau
0,025 % Xylencyanol



10x TAE

10x TBE

1x TE

3.2.2. Proteinbiochemie

Acrylamid (37,5:1 w/w) 30%

Kopplungspuffer

Elutionspuffer

HNTG
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400 mM
50 mM
10 mM

Tris
Natriumacetat

EDTA

pH 8 (mit Essigsdure eingestellt)

89 mM
89 mM
2 mM

10 mM
0,1 mM

Tris
Borat

EDTA

Tris-HCI pH 8,0
EDTA

29,22 % (w/v) Acrylamid
0,78 % (w/v) Bis-acrylamid

50 mM
150 mM

0,5M
1 mM

20 mM
150 mM
0,1% (v/v)
10% (v/v)
10 mM

1 mM

Borat pH 8,0
NaCl

Ammoniumacetat

EDTA

HEPES pH 7,5
NaCl

Triton X-100
Glycerol

NaF

Naz;VOq,
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Kinase-Assay-Puffer 20 mM Tris-HCI pH 7.6
5 mM B-Glycerophosphat
2 mM DTT
0,1 mM Natriumpervanadat
10 mM MgCl,

100 uM ATP

Laemmli-Puffer 20 % (v/v)  Glycerin
3 % (W/v) SDS
3% (vIv) 3-Mercaptoethanol
10 mM EDTA
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Lysepuffer 10 % (v/v)  Glycerol
1 % (vIv) Triton X-100
1,5 mM MgCl,
150 mM NaCl
50 mM HEPES pH 7,5
I mM EGTA
100 mM NaF
10 mM Na,P,0O;
I mM PMSF

10 pg/ml Aprotinin
[gegebenenfalls 1 mM Na3;VOy]

10x NET I5M NaCl
50 mM EDTA
0,5M Tris-HCI pH 7,5

0,5 % (v/v)  Triton X-100

10x NET-G 10x NET
0,25 % (w/v) Gelatine



Ponceau Siure

Sammelgel (4 %), 15ml

Sammelgelpuffer

Stripping-Puffer

TN-Puffer

Transblotpuffer

Trenngel (8 %), 40ml
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0,25 % (w/v) Ponceau S
2 % (WIv) Trichloressigsdure

in deionisiertem H,O

2 ml Acrylamid 37,5:1
3,75 ml Sammelgelpuffer
9,25 ml H,0

150 pl APS 10 %

25 ul TEMED

1M Tris-HCI pH 6,8

0,4 % (w/v) SDS

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2 % (vIv) SDS
67 mM 3-Mercaptoethanol

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

48 mM Tris

39 mM Glycin
20 % (v/v)  Methanol
0,004% (v/v) SDS

in deionisiertem H,O

10,6 ml Acrylamid 37,5:1
10 ml Trenngelpuffer
19,4 ml H,O

270 ul APS 10 %

66 ul TEMED



Trenngel (10 %), 40 ml

Trenngel (11 %), 10 ml

Trenngel (12 %), 40 ml

Trenngelpuffer

10x TG

3.2.3. Zellkultur

DMEM-Medium 0,5 %
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13,2 ml

10 ml
16,8 ml
270 ul
66 ul

3,7 ml
2,5 ml
3,8 ml
67,5 ul
16,5 ul

16 ml
10 ml
14,2 ml
270 ul
66 ul

IM
0,4 % (v/v)

248 mM
1918 mM
35 mM

DMEM mit
4,5 g/l
2 mM
0,5 % (v/v)

Acrylamid 37,5:1/0,8

Trenngelpuffer
H,O

APS 10 %
TEMED

Acrylamid 37,5:1/0,8
Trenngelpuffer

H,O

APS 10 %

TEMED

Acrylamid 37,5:1/0,8
Trenngelpuffer

H,O

APS 10 %

TEMED

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Tris
Glycin
SDS

Glukose
L-Glutamin
FCS
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DMEM-Medium 10 % DMEM mit
4,5 g/l Glukose
2 mM L-Glutamin

10 % (v/v)  FCS

EMEM-Medium 10 % EMEM mit
4,5 g/l Glukose
2 mM L-Glutamin

10 % (v/v)  FCS

Friermedium FCS mit

10 % (v/v)  DMSO

2x BBS Puffer 50 mM BES pH 6,97

280 mM NaCl

1,5 mM Na,HPO4
PBS 13,7 mM NaCl

2,7 mM KCl

80,9 mM Na,HPO4

1,5 mM KH,PO4
Trypsin/EDTA 0,5 g/l Trypsin

0,2 g/l EDTA

3.3. Antikorper

3.3.1. Primire Antikorper

a-Akt Polyklonale Kaninchen-Immunglobuline gegen
GST-Akt2 (aa 410-481)
Eigene Herstellung, diese Arbeitsgruppe
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a-HA Maus IgG gegen das HA-Peptid
YPYDVPDYA (Klon 16B12)
Eurogentec (K&ln)

a-MYC Maus IgG gegen das Myc-Peptid
EQKLISEEDL (Klon 9E10)

Eigene Herstellung, diese Arbeitsgruppe

a-Phospho-Threonin 308 Polyklonale Kaninchen-Immunglobuline gegen
Akt Phospho-Threonin 308
Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

a-Phospho-Tyrosin (4G10) Monoklonale Maus IgG gegen Phospho-Tyrosin
(4G10)
United Biomedical (Hauppauge, NY, USA)

a-VSV Maus IgG gegen das VSV-Peptid
YTDIEMNRLGK (Klon P5D4)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

a-Xafl Polyklonale Kaninchen-Immunglobuline gegen
GST-Xafl (aa 151-301)
Eigene Herstellung, diese Arbeitsgruppe

a-XIAP Maus IgG gegen XIAP (aa 268-426)
(Klon 48/hILP/XIAP)
Becton Dickinson (Heidelberg)

3.3.2. Sekundire Antikorper

Ziege-a-Maus POD-konjugiert Antikorper aus Ziege gegen Maus IgG, konjugiert
mit Meerrettich-Peroxidase

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)



Ziege-a-Kaninchen POD-konjugiert

Rabbit IgG Alexa 546

Mouse IgG Alexa 546

Rabbit IgG Alexa 588

Mouse IgG Alexa 588

3.4. Oligonukleotide
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Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG,
konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG,
konjugiert mit Alexa Fluor 546
Molecular Probes (Karlsruhe)

Antikorper aus Ziege gegen Maus IgG, konjugiert
mit Alexa Fluor 546
Molecular Probes (Karlsruhe)

Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG,
konjugiert mit Alexa Fluor 588
Molecular Probes (Karlsruhe)

Antikorper aus Ziege gegen Maus IgG, konjugiert
mit Alexa Fluor 588
Molecular Probes (Karlsruhe)

Tabelle 1

Oligonukleotid Sequenz
Aktl fwd 310 GAG AAT TCA TGA CAC CTG AGT ACC TGG CCC CCG
Aktl fwd aa 21 GAG AAT TCA TGA CCT GGC GGC CAC GCT ACT TC
Aktl fwd aa 41 GAG AAT TCA TGC CGC AGG ATG TGG ACC AAC GTG
Aktl fwd 43 GAG AAT TCA TGC AGG ATG TGG ACC AAC GTG AG
Aktl fwd 86 GAG AAT TCA TGC GCA CCT TCC ATG TGG AGA CTC
Aktl fwd 155 GAG AAT TCA TG C TGC TGG GCA AGG GCA CTT TC
Aktl fwd 178 GAG AAT TCA TGA AGA TCC TCA AGA AGG AAG TC
Aktl fwd 200 GAG AAT TCA TGC GCG TCC TGC AGA ACT CCA GG
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Aktl fwd 260

GAG AAT TCA TGG CCC TGG ACT ACC TGC ACT CG

akt delta NT 147

GAG AAT TCA AGC ACC GCG TGA CCA TGA AC

CDCP1_ED_GSTfwd

CTT ACC CCA AGG ACT GTG GAC GTATTC ATG TCC CCT
ATACTA G

GSRSRRPSYRL_fwd

GAG GAT CCC GGA TCA CGA AGC CGT AGA CCA AGT TAC
CGA CTC TGA ATT CCG A

GSRSRRPSYRL _rev

TCG GAA TTC AGA GTC GGT AAC TTG GTC TAC GGC TTC
GTG ATC CGG GAT CCT C

GRPRTTSFAES_fwd

GAG GAT CCC GGA CGA CCA AGG ACC ACA AGCTTC
GCA GAA TCG TGA ATT CGA

GRPRTTSFAES_rev

TCG AAT TCA CGA TTC TGC GAA GCT TGT GGT CCT TGG
TCG TCC GGG ATC CTC

pRK 400 GGT TTT GGC AGT ACA TCA AT

pRK 5’ PCR TTG CCT TTC TCT CCA CAG GTG T

pRK fwd TTG CCT TTC TCT CCA CAG GTG T

pRK rev TAT AAG CTG CAA TAA AC

pRK rep. fwd CTT TAC TTT TGG GAC ATG GAT ATA CTC AGT TAA CAA
GGA G

pRK rep. rev CTC CTT GTT AAC TGA GTA TAT CCA TGT CCC AAA AGT
AAAG

XAF1 NT VSV GAG AAT TCA CCA TGT ACA CCG ACATTG AAA TGA ACC

GTC TAG GCA AAG GCG GTG AAG GAG ACT TCT CGG TGT
GC

Xaf1-920 rev

GAG ACT CGA GTC AAC TTT CAG AAT GAA GAG GAA ATC
TG

Xaf1-992 rev

GAT CCT CGA GCT ACC TGG GCT TGG GCT CTG ACA TC

xaf D 179-181 fwd

GTA AAT GTT GTC CAG ACT CAG AGT TTT TTC CTG TTG
GAA ATC CAG AAATTCTTC

xaf D 179-181 rev

GAA GAATTT CTG GAT TTC CAA CAG GAA AAA ACT CTG
AGT CTG GAC AAC ATT TAC

XAF1-840 rev

GAT CCT CGA GCT ATT CAG CAG CTT GACTTG GAA G

XAF 289 rev

GAG ACT CGA GCT ATA ACC ACC GGC ATT TCT CCT GAT
G
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XIAP fwd myc

GAG AAT TCG CCA TGG GAC AGA AAC TGA TCT CAG AAG
AGG ACC TAA ACG AAG GAG GCACTTTTA ACAGTTTTG
AAG GATC

3.5. Expressionskonstrukte

Tabelle 2
Bezeichnung Beschreibung Referenz

pGEX-GS GST-Fusionsprotein mit der GSK-3 Diese Arbeit,
Phosphorylierungsstelle Du et al., 2003”7
GSRSRRPSYRL in pGEX 5x1

pGEX-GR GST-Fusionsprotein mit der GSK-3 Diese Arbeit,
Phosphorylierungsstelle Cross et al., 1995%
GRPRTTSFAES in pGEX 5x1

pGEX5x1_Grb2 Humanes GST-gekoppeltes Grb2 in Diese Arbeitsgruppe
pGEX 5x1

pGEX5x1_XAFI (bp
451-906 = 151aa)

Humanes GST-gekoppeltes Xafl aa 151- | Diese Arbeitsgruppe
301 in pGEX 5x1

pRKS_Aktl ANT 20

Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 20-480 | Diese Arbeit

in pRK 5

pRKS5_Aktl ANT 40 Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 40-480 | Diese Arbeit
in pRK 5

pRK_Aktl ANT 42 Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 42-480 | Diese Arbeit
in pRK 5

pRK_Aktl ANT 85

Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 85-480 | Diese Arbeit
in pRK 5

pRK_CTMP VSV CT

Humanes CTMP, carboxyterminal mit Diese Arbeitsgruppe

VSV markiert in pRK 5

pRK_Ftl_VSV CT

Humanes Ft 1, carboxyterminal mit VSV | Diese Arbeitsgruppe

markiert in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 310-
480)

Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 310- | Diese Arbeit
480 in pRK 5
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pRKrs_PKBa Humane Aktl-Kinase (PKB o) in pPRK 5 | Diese Arbeitsgruppe

pRKrs_PKB# Humane Akt2-Kinase (PKB B) in pPRK 5 |Diese Arbeitsgruppe

pRK_PKBY Humane Akt3-Kinase (PKB v) in pRK 5 |Diese Arbeitsgruppe

pRK_PKBa myr 130 Humane Aktl-Kinase (PKB a) aa 130- | Diese Arbeitsgruppe
480 in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 147- Humane Aktl-Kinase (PKB o) aa 147- | Diese Arbeit

480) 480 in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 155- Humane Aktl-Kinase (PKB o) aa 155- | Diese Arbeit

480) 480 in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 178- Humane Aktl-Kinase (PKB o) aa 178- Diese Arbeit

480) 480 in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 200- Humane Aktl-Kinase (PKB o) aa 200- Diese Arbeit

480) 480 in pRK 5

pRKS5_PKBa (aa 260- Humane Aktl-Kinase (PKB o) aa 260- Diese Arbeit

480) 480 in pRK 5

pRKgs_trb3 VSV CT Humanes Trb3, carboxyterminal mit Diese Arbeitsgruppe
VSV markiert in pRK 5

pRKrs_XAF1 Humanes Xaf1 in pRK 5 Diese Arbeitsgruppe

pRK_XIAP AF1_VSV Humanes Xaf1, carboxyterminal mit Diese Arbeitsgruppe

CT (XAF) VSV markiert in pRK 5

pPRKgrs_XAF1_200_VSV |Humanes Xaf1 aa 1-200, aminoterminal | Diese Arbeit

NT mit VSV markiert in pRK 5

pRKgrs_XAF1_225_VSV |Humanes Xafl aa 1-225, aminoterminal | Diese Arbeit

NT mit VSV markiert in pRK 5

PRKgrs_XAF1_250_VSV |Humanes Xafl aa 1-250, aminoterminal | Diese Arbeit

NT mit VSV markiert in pRK 5

pRKgrs_XAF1 A 179-181 |Humanes Xafl ohne die Aminoséiuren Diese Arbeit
179-181 in pRK 5

pPRKRrs_XAF1 (1-289) Humanes Xafl aa 1-289, aminoterminal |Diese Arbeit

_VSV NT mit VSV markiert in pRK 5

pPRKgrs_XIAP myc NT Humanes XIAP, aminoterminal mit Diese Arbeit

MYC markiert in pRK 5
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Tabelle 3
Bezeichnung Beschreibung Referenz

pGEX5x1, 2, 3 Expressionsvektor fiir Escherichia coli GE Healthcare
amp', lacl’, Py, GST (Miinchen)

pRK 5 Expressionsvektor fiir Sdugetierzellen Genentech (San
amp', f1-ori, ColE1-ori, CMV-Promoter, |Francisco, USA)
SP6-promoter, SV40 poly(A)

pCR zero blunt Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte Invitrogen (Karlsruhe)
Py, lacZa, ccdB, kan', Zeo', ColE1-ori

pLXSN Retroviraler Expressionsvektor Miller und Rosman,

amp', neo’, ColEl-ori, 5’-LTR aus
MoMSV, 3’-aus MoMULYV,
LTR-Promotor

1989'"!

3.7. Zelllinien und Bakterienstimme

Tabelle 4: Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung Referenz / ATCC-
Nummer
BHK Goldhamster (Mesocricetus auratus) Mcpherson et al.,
Nierenfibroblasten 1962'%
ATCC: CCL-10
C,C1» Maus Myoblasten Blau et al., 1958
ATCC: CRL-1772
CHO-K1 Chinesischer Grauhamster (Cricetulus | Puck et al., 1958"
griseus) Ovarialzellen ATCC: CCL-61
HeLa Humane Zervixkarzinom Zellen Gey et al., 1952'%"

Scherer et al., 1953218
ATCC: CCL-2
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HEK-293 Humane embryonale Nierenzellen mit Graham et al., 19771
DNA-Abschnitten des humanen Louis et al., 1997'%
Adenovirus 5 ATCC: CRL-1573
HepG2 Humane Hepatozelluldres Karzinom Aden et al., 1979°
Zellen ATCC: HB-8065
HL-60 Humane Promyelozytenleukimie (M3) | Collins et al., 1977%
Zellen Gallagher et al., 1979%
ATCC: CCL-240
Jurkat Humane T-Zell-Leukédmie Zellen Schneider et al.,
19777
ATCC: TIB-152
NIH 3T3 Mausembryo Fibroblasten Jainchill et al., 1969
ATCC: CRL-1658
Rin m5SF Rattenpankreas Betazellen Bhathena et al., 1984
ATCC: CRL-11605
SK-BR3 Humane Brust-Adenokarzinom Zellen Trempe, 1976°°!
ATCC: HTB-30
Tabelle 5: Bakterienstimme
Bezeichnung Beschreibung Referenz
Escherichia coli 298 F° | F", kan", A", recA’, tonA", lacI” aus Genentech (San
MM294 Francisco, USA)
Escherichia coli BL21 F dem ompT hsdSg (r5'mg’) galk (DE3) |Novagen (Madison,

(DE3)

USA)
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3.8. Molekularbiologische Methoden

3.8.1. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase-chain-reaction PCR) dient der exponentiellen
Amplifizierung von DNA-Abschnitten®”’. In dieser Arbeit wurde sie zur Klonierung von
DNA-Konstrukten und zur Analyse solcher Konstrukte eingesetzt.

Der Ansatz fiir eine Reaktion (50 pl) beinhaltete dabei 10 ng der zu amplifizierenden
Original-DNA, je 1,25 ul sense- und antisense-Oligonukleotid (Primer) [10 uM], 2,5 U
Polymerase, Reaktionspuffer des Herstellers mit 10 mmol MgCl, und 0,2 mM dNTP. Die
Auswahl der Polymerase richtete sich dabei nach dem Einsatzziel: Um DNA zu analysieren,
wurde die Tag-Polymerase verwendet, die kostengiinstig und zuverléssig ist, aber eine hohere
Fehlerrate hat. Fiir Klonierungen kamen deswegen Pfx- und Pwo-Polymerasen zum Einsatz,
die Fehler mit ihrer proof-reading Funktion'** korrigieren konnen.

Es wurden jeweils 25 bis 35 PCR-Zyklen durchgefiihrt, die sich aus Denaturierung,
Annealing und Elongation zusammensetzten. Wihrend des ersten Schritts, der Denaturierung,
heizt der Thermocycler das Reaktionsgemisch fiir eine Minute auf 95°C auf. Dadurch werden
die H'-Briickenbindungen zwischen den DNA-Stringen gelost. Der zweite Schritt, das
Annealing, erfolgte in dieser Arbeit fiir eine Minute bei 40-55 °C. Dies dient der Anlagerung
der Primer an die DNA-Einzelstringe. Die Temperatur richtet sich dabei nach der Glycin- und
Cytosin-Menge in den jeweiligen Primern. Hieraus kann die theoretische Schmelztemperatur
errechnet werden; die Temperatur wurde hier etwa fiinf Grad unter dieser Schmelztemperatur
gewihlt. Im dritten Schritt, der Elongation, werden die Primer durch die Polymerase soweit
verldangert, bis erneut DNA-Doppelstringe entstehen. Die optimale Temperatur hierzu betrigt
fiir die Tag-Polymerase 70°C, fiir die Pfx-Polymerase 68°C und fiir die Pwo-Polymerase
72°C. Die erforderliche Synthesezeit wird durch die Linge des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes bestimmt: Fiir 700 bp benétigt die Polymerase etwas eine Minute. Nach dem
letzten Zyklus wurde einmalig ein zehnminiitiger Elongationsschritt durchgefiihrt, um

eventuell noch nicht abgeschlossene Synthesen zu beenden.
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3.8.2. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

3.8.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von DNA-Abschnitten nach GroBe und
elektrischer Ladung. Dabei fungiert ein Gel aus Agarose-Polymeren als Matrix, durch welche
die negativ geladenen DNA-Fragmente in Richtung der Anode wandern. Die
Laufgeschwindigkeit wird dabei hauptsidchlich durch zwei Faktoren bestimmt: die Gro8e der
DNA-Abschnitte und die Konzentration des Agarose-Gels.

Die Konzentration des Gels wurde in Abhingigkeit von der GroBe der DNA-Fragmente
gewihlt: Fiir Groen bis 600 bp wurden 1,5- bis 2,5 %-ige Agarose verwendet, fiir GroBBen
tiber 600 bp 0,9 %-ige Agarose. Gelost wurde die Agarose dabei in 1x TAE, das kurz in der
Mikrowelle aufgekocht wurde. Diese Losung wurde anschlieBend mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt, einem Farbstoff, der nach Einlagerung zwischen Basenpaaren von
DNA und RNA eine verstidrkte Fluoreszenz nach Anregung mit UV-Licht (302 nm) zeigt139.
Deswegen konnen nach solcher Anregung durch UV-Licht (302 nm) die DNA-Abschnitte als
fluoreszierende Banden gesehen werden.

Das Gemisch aus Agarose und Ethidiumbromid wurde in heilem, noch fliissigem Zustand in
Kammern gegossen, und es wurden Kdmme eingefiigt, um Taschen zur Beladung zu schaffen.
Nach Abkiihlung wurden diese Kidmme wieder entfernt und das Gel mit 1x TAE als
Laufpuffer iiberschichtet. DNA-haltige Losungen wurden vor dem Auftragen mit 6x DNA-
Ladepuffer versetzt. Als Lingenstandard diente der CEX-Marker, der Fragmente mit 9267 bp,
5167 bp, 4398 bp, 2988 bp, 2390 bp, 2268 bp, 1970 bp, 1657 bp, 1256 bp, 999 bp, 835 bp,
785bp, 630 bp-Doppelbande und 411 bp Linge enthilt.

Die Elektrophorese wurde dann mit einer elektrischen Spannung von 70 V durchgefiihrt.

3.8.2.2. Isolierung von DNA aus Agarose

254 . 1.
3% isoliert: Dazu

DNA wurde aus dem Agarose-Gel mittels der Freeze-Squeeze-Methode
wurde aus dem Agarose-Gel nach abgeschlossener Elektrophorese (vgl. 3.8.2.1) die gesuchte
Bande mit einer Rasierklinge ausgeschnitten und in ein 0,5 ml-Reaktionsgefi3 gegeben. In
den Boden dieses Gefidlles war zuvor ein Loch gestochen worden, das untere Drittel des
GefiBes war mit Glaswolle gefiillt. Nach Uberfiihrung des Agarose-Blockes wurde dieses

GefiB in fliissigem Stickstoff eingefroren. Anschliefend wurde es in ein 2 ml-Reaktionsgefil3
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gehédngt, das mit 50-80 ul Phenol befiillt war. Durch zehnminiitige Zentrifugation mit 6500
rpm bei Raumtemperatur (Biofuge pico von Heraeus) wurde die DNA durch die Offnung im
inneren GefidBl in das Phenol im &duBleren Gefdll iiberfiihrt, wihrend die Agarose in der
Glaswolle innen hidngen blieb und mitsamt des inneren Gefilles weggeworfen wurde. Das
Phenol-DNA-Gemisch wurde dann in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefill gegeben, dadurch
konnte das Volumen bestimmt werden. Falls der Phenolanteil unter einem Drittel des
Gesamtvolumens lag, wurde die entsprechende Phenolmenge ergénzt. Nach kurzem Mischen
folgte eine erneute fiinfminiitige Zentrifugation mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge
pico von Heraeus). Sie trennte das schwere Phenol vom leichteren Wasser mit der DNA. Die
obere, DNA-haltige Phase wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif3 tiberfiihrt und mit 1/10
Volumen Natriumacetat (pH 5,9) und 3 Volumen 100 % Ethanol versetzt. Zur Fillung der
DNA wurde dieses Gemisch fiir eine Stunde bei -20 °C oder fiir 20 Minuten bei -80 °C
inkubiert. Die ausgefallene DNA wurde dann 15 Minuten lang mit 13000 rpm bei 4°C
zentrifugiert (Biofuge fresco von Heraeus), der fliissige Uberstand wurde nicht weiter
verwendet.

Nach zweimaligem Waschen mit 70 % Ethanol, anschlieBendem Abzentrifugieren und
Absaugen des Uberstandes trocknete das Pellet fiir ein bis zwei Minuten bei 65°C und wurde

danach in 10 pl TE gelost.

3.8.2.3. Acrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese

Einzelstringige DNA-Fragmente konnen mit der Acrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese
aufgetrennt und gereinigt werden. Die Elektrophorese erlaubt dabei die Auftrennung von
DNA-Abschnitten nach GroBe und elektrischer Ladung. Ein Gel aus Acrylamid-Polymeren
dient als Matrix, durch die DNA-Fragmente wandern; Harnstoff wird zur Denaturierung
zugegeben und verhindert ein Aneinanderlagern von Basenpaaren im Gel.

Jeweils 100 pg des Oligonukleotids wurden mit 1 Volumen Sequenzierpuffer versetzt, fiir
fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieBend auf ein 10 % Acrylamid-Harnstoffgel in
einer vertikale Elektrophoresekammer geladen. Die Elektrophorese erfolgte dann fiir etwa 2
Stunden. AnschlieBend wurde die DNA im Gel mit Ethidiumbromid gefdrbt und durch
Anregung mit UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht.
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3.8.2.4. Isolierung von DNA aus Acrylamid-Harnstoff-Gel

Die Isolierung von DNA aus dem Acrylamid-Harnstoffgel erfolgte mittels der crush and soak-
Methode: Die Bande, die das Oligonukleotid enthielt, wurde mit einer Rasierklinge
ausgeschnitten, auf eine Glasplatte iiberfithrt und darauf in kleine Stiicke zerschnitten. Diese
wurden in ein Reaktionsgefill iiberfiihrt und mit Elutionspuffer iiberschichtet. Die DNA
diffundierte {iber Nacht bei 37 °C in den Puffer. Am nichsten Morgen wurde die Probe kurz
gemischt und fiir eine Minute mit 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge pico
von Heraeus). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Gelstiicke im
ersten Reaktionsgefidl wurden mit 500 ul Elutionspuffer iiberschichtet, kurz gemischt und
erneut fiir eine Minute mit 13000 rpm (Biofuge pico von Heraeus) bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde zum Uberstand der ersten Zentrifugation in das neue
Reaktionsgefi3 gegeben. AnschlieBend wurde 1/3 Volumen Phenol zugegeben. Nach einer
weiteren Zentrifugation fiir drei Minuten mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge pico
von Heraeus) wurde die obere Phase mit dem Phenol-DNA-Gemisch in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefill gegeben. Um das Probenvolumen zu verringern, wurde 2-Methyl-1-Propanol
beigemischt und anschlieend fiir eine Minute mit 13000 rpm (Biofuge pico von Heraeus) bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Dann folgte die Fillung der
DNA durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 5,9) und 3 Volumen 100 %
Ethanol und Inkubation fiir eine Stunde bei -20 °C. Die ausgefallene DNA wurde dann 15
Minuten lang mit 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco von Heraeus), der fliissige
Uberstand wurde nicht weiter verwendet. AnschlieBend wurde zweimal mit 70 % Ethanol

gewaschen und das Pellet schlieBlich in 10 pul TE gel6st.

3.8.3. Konzentrationsbestimmung von DNA

3.8.3.1. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Eine genaue Konzentrationsbestimmung von DNA ist mit dem UV-Spektrometer méoglich.
Dazu wurde die Probe zweihundertfach verdiinnt und die Extinktion bei A= 260 nm
gemessen, wobei 1 ODy¢p 50 pg/ml Doppelstrang-DNA entspricht.

Die Reinheit der Probe konnte durch den Quotienten der Extinktion bei A= 260 nm und A=

280 nm abgeschitzt werden. Bei Proben mit hoher Reinheit liegt der Quotient zwischen 1,8

und 2,0.
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3.8.3.2. Konzentrationsbestimmung durch Vergleich mit Standard-DNA

Wesentlich ungenauer ist die Konzentrationsbestimmung durch Vergleich. Dazu wurde die
Probe neben DNA-Standards bekannter Konzentration auf ein Agarose-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch etwa einen Zentimeter ins Gel gebracht (vgl. 3.8.2.1). Durch Vergleich der
Fluoreszensintensitdt nach Anregung durch UV-Licht (302 nm) konnte die Konzentration

geschitzt werden.

3.8.4. Enzymatische Bearbeitung von DNA

3.8.4.1. Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen konnen DNA an einer bestimmten Sequenz zerschneiden, wobei
jedes dieser Enzyme eine eigene Sequenz erkennt. Es werden drei Typen von
Restriktionsendonukleasen unterschieden: Typ I, II und III. Sie unterscheiden sich in ihren
Erkennungs- und Schneidestellen, ihrem ATP-Verbrauch und ihrer Methyltransferase-
Aktivitit. In der Molekularbiologie werden vor allem Typ II-Enzyme verwendet: Sie
erkennen kurze, oft palindromische Sequenzen und schneiden innerhalb ihrer
Erkennungssequenzen oder in deren Nihe. Auflerdem bendtigen sie kein ATP und haben
keine Methyltransferase-Aktivitit. Einige dieser Enzyme schneiden versetzt (sticky ends),
andere schneiden gerade (blunt ends).

Ein Reaktionsansatz setzte sich aus 1-5 pg der zu verdauenden DNA, 10-20 U der jeweiligen
Restriktionsendonuklease und dem empfohlenen Puffer zusammen. Die Reaktion erfolgte

dann fiir ein bis zwei Stunden bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur.

3.8.4.2. Dephosphorylierung von 5’-Enden der DNA

Da Ligasen nur phosphorylierte DNA-Enden miteinander verbinden konnen, wird durch
Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren eine Religation dieser linearisierten DNA
verhindert.

Diese Dephosphorylierung erfolgte mit 2,5 U Antarctic Phosphatase, welche an blunt ends

und sticky ends aktiv ist. Als Puffer wurde der Puffer der jeweiligen Restriktionsendonuklease
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verwendet. Die Reaktion erfolgte dann fiir 30 Minuten bei 37°C. Danach wurde das Gemisch

fiir finf Minuten auf 65°C erwiarmt, um die Reaktion zu beenden.

3.8.4.3.  Auffiillsynthese von 5’-Uberhéingen der DNA

Die Auffiillsynthese wird verwendet, um 5’-Uberhiinge von DNA-Doppelstringen, wie sie
nach einem Restriktionsverdau vorhanden sein konnen (vgl. 3.8.4.1), zu einem glatten Ende
aufzufiillen (blunt-end). Dazu kann die 5°-3’-Polymerase-Aktivitit des Klenow-Fragments,
der groBeren Untereinheit der Escherichia coli DNA-Polymerase 1, genutzt werden.

Ein Ansatz dazu enthielt den jeweiligen DNA-Abschnitt, 33 uM dNTP, 1x Reaktionspuffer
des Herstellers und 1 U Klenow-DNA-Polymerase pro ug eingesetzter DNA. Die Reaktion
erfolgte fiir 15 Minuten bei 25 °C und wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA und Erhitzen
auf 75°C fiir 20 Minuten gestoppt.

3.8.4.4. Entfernung von 3’-Uberhiingen der DNA

Auch die Entfernung von 3’-Uberhingen an DNA-Doppelstringen, wie sie nach
Restriktionsverdau vorhanden sein konnen (vgl. 3.8.4.1), dient dazu, glatte Enden zu erhalten
(blunt-end). Dafiir kann die 3’-5’-Exonuklease-Aktivitit der T4 DNA Polymerase genutzt
werden. Ein Ansatz dazu enthielt den jeweiligen DNA-Abschnitt, 100 uM dNTP, Ix
Reaktionspuffer und 1 U T4 DNA Polymerase pro ug eingesetzter DNA. Die Reaktion
erfolgte fiir 15 Minuten bei 12 °C und wurde durch Zugabe von 10 mM EDTA und Erhitzen
auf 75 °C fiir 20 Minuten gestoppt.

3.8.4.5. Ligation

Durch Ligation kénnen DNA-Fragmente in einen zuvor linearisierten Vektor eingefiigt
werden. Dies wird durch den Einsatz von Ligasen bewerkstelligt, die 3’-Enden mit 5’-Enden
verbinden kdnnen.

In dieser Arbeit wurde 1 U T4 DNA Ligase verwendet. Vektor und DNA-Abschnitt wurden
im molaren Verhiltnis von 1 zu 2 (Vektor zu cDNA) bei Zwei-Faktoren-Ligationen und im

Verhiltnis 1 zu 1 zu 1 (Vektor zu Abschnitt eins der cDNA zu Abschnitt zwei der cDNA) bei
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Drei-Faktoren-Ligationen eingesetzt. Dabei kamen etwa 20-30 ng des Vektors und die
entsprechende DNA-Menge zum Einsatz. Der Ansatz enthielt zudem 1x Ligasepuffer. Die

Reaktion erfolgte bei 4 °C iiber Nacht.

3.8.5. Transformation

Wird ein Vektor, der einen bestimmten DNA-Abschnitt enthilt, in kompetente Bakterien
aufgenommen, so kann dieser DNA-Abschnitt durch Vermehrung der Bakterien vervielfacht
werden.

Die Transformation dient dieser Aufnahme von Vektoren in kompetente Bakterien und

erfolgte in dieser Arbeit nach der von Chung und Miller (1989)%

vorgestellten Methode.

In dieser Arbeit wurde als kompetentes Bakterium Escherichia coli 298 eingesetzt. Ein
Transformationsansatz enthielt 10 ul des zu transfizierenden Vektors mit der eingefiigten
DNA (vgl. 3.8.4.5), 20 ul KCM, 70 ul H,0O und 100 pl Escherichia coli 298. Dieser Ansatz
wurde dann fiir 30 Minuten auf Eis gestellt und danach fiir 40 Sekunden auf 42 °C erhitzt.
Anschlieend wurden 800 pl 1x LB-Medium zugegeben, gefolgt von 50 Minuten Inkubation
bei 37 °C. Die Bakterien wurden dann auf drei Ampicillin-haltige LB-Agar-Platten
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Das Antibiotikum verhinderte dabei das Wachstum von nicht transformierten Ampicillin-

sensiblen Bakterien, wihrend transformierte Bakterien durch die im Vektor pRKS enthaltene

B-Laktamase Ampicillin-resistent waren und deshalb Kolonien bilden konnten.

3.8.6. Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

3.8.6.1. Miniprep

Minipreps dienen der Extraktion von geringen Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien und
werden vor allem fiir Proben, die weiter analysiert werden sollen, eingesetzt.

Hierzu wurden einzelne Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Transformations-
Platte (vgl. 3.8.5) abgenommen, in 2 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium gegeben und iiber
Nacht bei 37 °C auf dem Schiittler vermehrt.

Die Priparation erfolgte in dieser Arbeit durch zwei Methoden, wobei die Phenolextraktion

DNA von geringerer Reinheit als die Isolierung iiber die Anionenaustausch-Saule lieferte.
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3.8.6.1.1. Alkalische Lyse und alkoholische Fillung 3435

Die Kulturen wurden fiir 30 Sekunden mit 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert
(Biofuge pico von Heraeus), der Uberstand wurde abgesaugt. AnschlieBend wurden die
Bakterien in 200 pl TE resuspendiert und mit 100 pl 0,2 M NaOH/1 % SDS lysiert. Die
Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 50 pl eiskaltem 5 M Kaliumacetat (pH 4,8 - 5,3).
Der Ansatz wurde fiir fiinf Minuten auf Eis stehen gelassen. Danach folgte eine weitere
Zentrifugation fiir drei Minuten mit 13000 rpm bei 4 °C (Biofuge fresco von Heraeus). Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefi iiberfiihrt und mit 200 ul Phenol vermischt.
Durch erneute Zentrifugation fiir drei Minuten mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge
pico von Heraeus) trennte sich die phenolhaltige Phase von der wéssrigen Phase. Letztere
wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt; daraus konnte die DNA mit 200 pl Isopropanol
gefillt werden. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir drei Minuten mit 13000 rpm
(Biofuge pico von Heraeus) bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Pellet mit 200 ul 70 % Ethanol gewaschen. Nach abermaliger Zentrifugation fiir drei Minuten
mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge pico von Heraeus) und Absaugen des Ethanols
konnte die DNA bei 65 °C getrocknet und anschlieBend in 30 bis 100 ul 1x TE gelost werden,
das hier mit 10 pg RNase A pro ml versetzt war, um RNA-Reste zu hydrolysieren.

3.8.6.1.2. Isolierung durch DNA-bindende Matrix in Anionenaustausch-Siulen

Auch hier wurden die Bakterien durch alkalische Lyse aufgeschliisselt, die Isolierung der
DNA erfolgte allerdings durch Bindung an eine DNA-bindende Anionenaustausch-Saule, von
der sie nach dem Waschen der Séule eluiert wurde.

Hierzu wurde das NucleoSpin Plasmid-Kit gemall dem Protokoll des Herstellers verwendet:
Die Proben wurden fiir 30 Sekunden mit 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert
(Biofuge pico von Heraeus), der Uberstand wurde abgesaugt. Die Bakterien wurden in 250 ul
Puffer-A1 resuspendiert und mit 250 ul Puffer-A2 lysiert. Nach Inkubation fiir fiinf Minuten
bei Raumtemperatur wurden 300 ul Puffer-A3 zugegeben. Dann erfolgte eine weitere
Zentrifugation fiir 10 Minuten mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge pico von
Heraeus). AnschlieBend wurde der Uberstand auf die NucleoSpin-Siule iiberfiihrt und durch
Zentrifugation fiir eine Minute die DNA daran gebunden. Es folgte ein Waschschritt mit 600
ul Puffer-A4, der innerhalb einer Minute mit 13000 rpm bei Raumtemperatur durch die Siule
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zentrifugiert wurde (Biofuge pico von Heraeus). Dann wurde die Sdule durch Zentrifugation
fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA konnte dann mit 50 pl 1x TE eluiert
werden. Dazu wurde die Sdule zunéchst fiir eine Minute mit dem TE inkubiert, um die Elution

dann durch Zentrifugation fiir eine Minute bei Raumtemperatur abzuschlief3en.

3.8.6.2. Midiprep

Midipreps erlauben die Extraktion von groeren DNA-Mengen als Minipreps. Auch hier kam
eine modifizierte alkalische Lyse mit anschlieBender Isolierung der DNA durch eine
Anionenaustausch-Séule und alkoholischer Fillung der DNA zum Einsatz. In dieser Arbeit
wurde dafiir das HiSpeed Plasmid Midi-Kit von Macherey-Nagel (Diiren) mit den
firmeneigenen Puffern in modifizierter Form verwendet:

Zunichst wurden einzelne Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Transformations-
Platte (vgl. 3.8.5) abgenommen, in 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium gegeben und
mehrere Stunden bei 37°C auf dem Schiittler vermehrt. AnschlieBend wurden 45 ml
Ampicillin-haltiges LB-Medium zugegeben und die Bakterien fiir weitere 12 bis 16 Stunden
vermehrt. Es folgte eine Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur mit 8000 rpm
(JLA 10.500 von Beckman Coulter), der Uberstand wurde abgegossen. Die Bakterien wurden
in 6 ml Puffer-P1 resuspendiert und anschlieend mit 6 ml kaltem Puffer-P2 fiir fiinf Minuten
lysiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 6 ml kaltem Puffer-P3 und Inkubation
auf Eis fiir flinf Minuten. Dann erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir fiinf Minuten mit
12000 rpm bei Raumtemperatur (JS 13.1 von Beckman Coulter). AnschlieBend wurde der
Uberstand auf die HiSpeed Plasmid Midi-Sidule iiberfiihrt, die zuvor mit 4 ml Puffer-QBT
equilibriert worden war. Die Bindung der DNA erfolgte wihrend des Durchstromens der
Saule. Danach wurde die Sédule mit 20 ml Puffer-QC gewaschen. Die DNA konnte mit 5 ml
Puffer-QF eluiert und durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefillt werden. Nach Inkubation
fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine weitere Zentrifugation fiir sechs Minuten
mit 10000 rpm bei Raumtemperatur (JS 13.1 von Beckman Coulter). Der Uberstand wurde
abgegossen und das Pellet zweimal mit 5 ml 70 % Ethanol gewaschen. Anschlie3end konnte

die DNA getrocknet und in 100 pl 1x TE gelost werden.
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3.8.6.3. Maxiprep

Maxipreps erlauben die Extraktion von groBen DNA-Mengen mit hoher Reinheit. Fiir diese

Arbeit wurde dazu die von Ish-Horowicz und Burke (1981)115

vorgestellte Methode
verwendet:

Zunichst wurden einzelne Kolonien mit einer sterilen Impfése von der Transformations-Platte
(vgl. 3.8.5) abgenommen, in 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium gegeben und mehrere
Stunden bei 37°C auf dem Schiittler vermehrt. AnschlieBend wurden 450 ml Ampicillin-
haltiges LB-Medium zugegeben und die Bakterien fiir weitere 16 Stunden vermehrt. Dann
wurden die Escherichia coli fiir fiinf Minuten mit 8000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert
(JLA 10.500 von Beckman Coulter). Der Uberstand wurde abgegossen und die Bakterien in
20 ml einer Losung aus 25 mM Tris-HCl (pH 8), 50 mM Glukose und 10 mM EDTA
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Lyse durch Zugabe von 40 ml 0,2 M NaOH/1 %
SDS. Die Neutralisation erfolgte nach fiinf Minuten durch Zugabe von 20 ml eiskaltem 5 M
Kaliumacetat (pH 4,8). Der Ansatz wurde fiir fiinf Minuten auf Eis stehen gelassen. Nach
einer weiteren Zentrifugation fiir fiinf Minuten mit 8000 rpm bei Raumtemperatur (JLA
10.500 von Beckman Coulter) wurde der DNA-haltige Uberstand durch ein diinnes
Zellstofftuch gefiltert und 0,6 Volumen Isopropanol zur Fillung der DNA zugegeben. Es
folgte eine weitere Zentrifugation fiir 15 Minuten mit 8000 rpm bei Raumtemperatur (JLA
10.500 von Beckman Coulter). Der Uberstand wurde abgegossen, die DNA bei
Raumtemperatur getrocknet und dann in 8 ml 1 x TE und 0,2 ml 0,5 M EDTA gelost.
Verbliebene Sduren wurden anschlieBend durch Zugabe von 2 M Tris-Base unter stiandiger
pH-Kontrolle neutralisiert. Dann wurden 10 g CsCl und 1 ml Ethidiumbromid (10mg/ml)
zugegeben und fiir 10 Minuten mit 4000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge von
Heraeus). Der Uberstand konnte dann mit einer sterilen 20 ml-Spritze in ein NVT65-
Zentrifugationsgefal gegeben und fiir 15 Stunden mit 50000-55000 rpm ultrazentrifugiert
werden (NVT65 von Beckman Coulter). Dabei sammelte sich der Inhalt des Gefilles
entsprechend seiner Dichte in charakteristischen Banden, wobei die DNA-haltige Bande
durch das Ethidiumbromid rot gefidrbt war. Sie wurde mit einer frischen Spritze entnommen
und in ein neues Gefdl} tberfithrt. Das Volumen wurde dann durch Zugabe von 1x TE
verdoppelt, dann folgte die Extraktion des Ethidiumbromids: Dazu wurde ein Volumen
Isoamylalkohol beigemischt. Die obere, Isoamylalkohol-haltige Phase wurde abgesaugt.
Dieser Extraktionsschritt wurde so oft wiederholt, bis die untere, wiéssrige Phase vollstindig

entfarbt war.
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Aus ihr konnte die DNA mit zwei Volumen Ethanol geféllt werden. Es folgte eine weitere

Zentrifugation fiir 15 Minuten mit 10000 rpm bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde

abgegossen, das Pellet zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet

und anschliefend iiber Nacht in 1x TE gelost.

3.8.7. Sequenzierung

DNA-Abschnitte wurden durch die Firma MWG Biotech AG (Martinsried) sequenziert. Dort

wird die Kettenabbruch-Synthese nach Sanger verwendet

214,215

3.8.8. Herstellung von Expressionskonstrukten

pGEX-GS

pGEX-GR

Nach Aufreinigung der Oligonukleotide GSRSRRPSYRL_fwd
und GSRSRRPSYRL _rev iiber ein Harnstoffgel wurden sie
aneinandergelagert, indem ein Wasserbad auf 95 °C erhitzt
wurde und anschlieBend auf Raumtemperatur abkiihlte. Darin
befand sich ein Reaktionsgefidl mit einer Mischung aus je 5 ul
der beiden Oligonukleotide. Die Aneinanderlagerung erfolgte,
als wihrend des Abkiihlens die optimale Temperatur dazu
durchschritten wurde. Anschliefend erfolgte ein Verdau mit
EcoRI und Bam HI1. Das so gewonnene Fragment wurde
gelelektrophoretisch gereinigt und anschlieBend in pGEX 5x1 (x
BamHI1 x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde eine PCR mit den
Primern GSRSRRPSYRL _rev und CDCPI_ED_GST fwd
durchgefiihrt, die ein 677 bp grofles Produkt lieferte.

Die Herstellung dieses Konstruktes erfolgte analog zu pGEX-
GS mit den Primern GRPRTTSFAES fwd und
GRPRTTSFAES rev Zur Kontrolle wurde eine PCR mit den
Primern GRPRTTSFAES_rev und CDCP1_ED_GSTfwd
durchgefiihrt, die ein 677 bp groes Produkt lieferte.



pRKS_Aktl ANT 20

pRKS5_Aktl ANT 40

pRK_Aktl A NT 42

pRK_Aktl ANT 85
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Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd aa 21 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1500 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. AnschlieBend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit HindIII durchgefiihrt, der neben dem Vektor ein
Fragment von etwa 400 bp lieferte und so die richtige

Orientierung nachwies.

Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd aa 41 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1400 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. AnschlieBend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit HindIII durchgefiihrt, der neben dem Vektor ein
Fragment von etwa 400 bp lieferte und so die richtige

Orientierung nachwies.

Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd 43 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1400 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. Anschlielend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit Hind III durchgefiihrt, der neben dem Vektor ein
Fragment von etwa 400 bp lieferte und so die richtige

Orientierung nachwies.

Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd 86 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1250 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. AnschlieBend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit HindIII durchgefiihrt, der neben dem Vektor ein
Fragment von etwa 400 bp lieferte und so die richtige

Orientierung nachwies.



pRKS5_PKBa (aa 147-480)

pRKS5_PKBa (aa 155-480)

pRKS5_PKBa (aa 178-480)

pRKS_PKBa (aa 200-480)
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Eine PCR mit den Primern pRK rev und akt delta NT 147 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1100 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. AnschlieBend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit Sacl durchgefiihrt, der neben dem Vektor

Fragmente von 961 bp und 591 bp lieferte.

Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd 155 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1100 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. AnschlieBend wurde
das Fragment in pCR zero blunt ligiert. Dieses Konstrukt wurde
anschlieBend mit EcoRI verdaut. Das entstandene Fragmet mit
etwa 1100 bp wurde dann in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur
Kontrolle wurde ein Verdau mit Hind III durchgefiihrt, der
neben dem Vektor ein Fragment von etwa 500 bp lieferte und so

die richtige Orientierung nachwies.

Eine PCR mit den Primern pRK rev und aktl fwd aa 178 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt von etwa
1000 bp. Dieses wurde mit EcoRI verdaut. Anschlielend wurde
das Fragment in pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Zur Kontrolle wurde
ein Verdau mit HindIII durchgefiihrt, der neben dem Vektor ein

Fragment von etwa 500 bp lieferte.

Eine PCR wurde mit den Primern pRK rev und aktl fwd 200 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA durchgefiihrt. Das Produkt
wurde mit EcoRI verdaut. Anschlieend wurde das Fragment in
pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Die korrekte Grofle wurde durch einen
Verdau mit EcoRI, der ein Produkt von etwa 1000 bp lieferte,
iberpriift. Die korrekte Orientierung wurde durch eine PCR mit

den Primern pRK rev und akt1 fwd 200 bestitigt.
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pRKS_PKBa (aa 260-480) Eine PCR wurde mit den Primern pRK rev und aktl fwd 260 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA durchgefiihrt. Das Produkt
wurde mit EcoRI verdaut. Anschlieend wurde das Fragment in
pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Die korrekte Grofle wurde durch einen
Verdau mit EcoRI, der ein Produkt von etwa 800 bp lieferte,
iberpriift. Die korrekte Orientierung wurde durch eine PCR mit

den Primern pRK rev und akt1 fwd 200 bestitigt.

pRKS5_PKBa (aa 310-480) Eine PCR wurde mit den Primern pRK rev und aktl fwd 310 mit
pRKrs_PKBa als Ausgangs-DNA durchgefiihrt. Das Produkt
wurde mit EcoRI verdaut. Anschliefend wurde das Fragment in
pRK 5 (x EcoRI) ligiert. Die korrekte Grofle wurde durch einen
Verdau mit EcoRI, der ein Produkt von etwa 700 bp lieferte,
tiberpriift. Die korrekte Orientierung wurde durch eine PCR mit

den Primern pRK rev und akt1 fwd 310 bestatigt.

pRKgrs_XAF1_200_VSV NT Eine PCR mit den gereinigten Primern XAF1 NT VSV
und XAF1-840 rev mit pRK XAF1 als Ausgangs-DNA lieferte
ein Produkt mit etwa 645 bp. Dieses wurde mit EcoRI und Xhol
verdaut. AnschlieBend wurde das Fragment in pRK 5 (x EcoRI x
Xhol) ligiert.

pRKgrs_XAF1_225_VSV NT Eine PCR mit den gereinigten Primern XAF1 NT VSV
und XAF1-920 rev mit pRK XAF1 als Ausgangs-DNA lieferte
ein Produkt mit etwa 730 bp. Dieses wurde mit EcoRI und Xhol
verdaut. Anschlielend wurde das Fragment in pRK 5 (x EcoRI x
Xhol) ligiert.

pRKgrs_XAF1_250_VSV NT Eine PCR mit den gereinigten Primern XAF1 NT VSV
und XAF1-992 rev mit pRK XAF1 als Ausgangs-DNA lieferte
ein Produkt mit etwa 800 bp. Dieses wurde mit EcoRI und Xhol
verdaut. AnschlieBend wurde das Fragment in pRK 5 (x EcoRI x
Xhol) ligiert.



pRKRrs_XAF1 A 179-181
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Eine PCR wurde mit den Primern pRK 5’ PCR und xaf D 179-
181 rev, mit pRK XAF1 als Ausgangs-DNA durchgefiihrt. Eine
zweite PCR wurde mit den Primern pRK rev und xaf D 179-181
fwd und mit pRK XAF1 als Ausgangs-DNA durchgefiihrt. Die
Produkte beider PCRs wurden dann fiir eine Overlap-PCR mit
den Primern pRK 5° PCR und pRK rev verwendet. Das etwa
1000 bp groBe Produkt wurde mit EcoRI und Xhol verdaut.
Anschlieend wurde das Fragment in pRK 5 (x EcoRI x Xhol)

ligiert.

pRKgrs_XAFI (1-289)_VSV NT  Eine PCR mit den Primern XAF1 NT VSV und XAF

pRKRgs_XIAP myc NT

289 rev mit pRK XAF]1 als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt
mit etwa 1000 bp. Dieses wurde mit EcoRI und Xhol verdaut.
Anschliefend wurde das Fragment in pRK 5 (x EcoRI x Xhol)
ligiert.

Eine PCR mit den gereinigten Primern XIAP fwd myc und pRK
rev mit pRK XIAP als Ausgangs-DNA lieferte ein Produkt mit
1600 bp. Dieses wurde in pCR zero blunt kloniert. Eine
Sequenzierung zeigte eine Mutation am 3’-Ende. Um diese zu
korrigieren, wurde eine PCR mit den Primern pRK 400 und
pRK rep. rev sowie mit pRK rep. fwd und pRK rev
durchgefiihrt. Die Produkte wurden fiir eine Overlap-PCR mit
den Primern pRK 400 und pRK rev verwendet, die ein 1500 bp
groes Fragment lieferte. Dieses wurde in pCR zero blunt
kloniert. Eine Sequenzierung zeigte, dass die urspriingliche
Mutation korrigiert worden war, allerdings zeigte sich eine neue
Mutation im Bereich des 5’-Endes. Um diese zu berichtigen
wurde das korrigierte 3’-Ende mit einem Verdau mit BstEIIl und
Xhol isoliert. Ein weiterer Verdau lieferte das 5’-Fragment des
urspriinglichen Konstruktes. Er wurde mit den Enzymen BstEII
und EcoRI durchgefiihrt. Beide Fragmente wurden dann in pRK
5 (x EcoRI x Xhol) ligiert. Ein Kontrollverdau zeigte die
korrekte Fragmentgrofle von etwa 1700 bp.
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3.9. Zellkultur

3.9.1. Kaultivierung und Bearbeitung von Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C in einer mit H,O gesittigten Atmosphire und 7 % CO; in einem
Function-line-Inkubator kultiviert. Alle Arbeiten erfolgten unter den Sterilbdnken Herasafe,
die der Sicherheitsstufe 2a entsprechen.

Die Zellen wurden in den oben beschriebenen Medien (vgl. 3.2.3) kultiviert und, kurz bevor
sie vollstandig konfluent waren, passagiert.

Zum Ablosen der Zellen wurde zunichst das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen und
dann mit Trypsin/EDTA (fiir 10 cm Schalen) bei 37 °C inkubiert. Danach konnten die Zellen
mit frischem Medium abgespiilt und weiter kultiviert werden.

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese durch Trypsin/EDTA von der Schale abgelost, in
Friermedium resuspendiert und in jeweils zwei CryoTubes iiberfiihrt. Darin wurden sie fiir
mindestens einen Tag bei -80°C gelagert, bevor sie zur dauerhaften Lagerung in fliissigen
Stickstoff gegeben werden konnten.

Wieder aufgetaut wurden die Zellen, indem das jeweilige CryoTube in ein Wasserbad mit 37
°C gegeben wurde. Anschliefend wurde der Inhalt in ein neues Gefdal mit 7 ml Medium
iberfiihrt, gemischt und eine Minute mit 1200 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Biofuge
pico von Heraeus). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert

und die Zellen auf eine Schale gegeben.

3.9.2. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels eines Hdmozytometers nach Neubauer unter dem Mikroskop
ermittelt. Darin wurde die Zellzahl in mehreren Kleinquadraten ausgezéhlt, daraus der
Mittelwert errechnet und mit 16 multipliziert, um die Zellzahl fiir die gesamte Kammer zu

erhalten. Dieser Wert wurde dann mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten.

3.9.3. Transfektion

Durch Transfektion kann DNA-Material in eukaryotische Zellen gebracht werden. Die Phase

vor dem Abbau der zellfremden DNA durch die Zelle wird transiente Expression genannt.
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Wird ein zellfremder DNA-Abschnitt stabil exprimiert, ist dieser Abschnitt in die nukledre

DNA der Zelle integriert worden und kann deshalb nicht mehr abgebaut werden.

3.9.3.1. Calcium-Phosphat-Prizipitation

In dieser Arbeit wurden Zellen mit der Calcium-Phosphat-Prézipitation transfiziert, wie sie
von Chen und Okayama®® vorgestellt wurde: Dabei wird DNA an Calcium-Phosphat
gebunden und féllt damit aus. Diese Prizipitate werden dann von adhirenten Zellen
endozytotisch aufgenommen und die DNA wird transkribiert. Das so transfizierte Plasmid ist
fiir etwa 72 Stunden in der Zelle, bevor es degradiert wird. Die hochste Proteinexpression ist
bei der transienten Expression also nach 48-72 Stunden zu erwarten.

20 Stunden vor der Transfektion wurden 5 x 10° Zellen (fiir HEK 293) auf 35-mm-Schalen in
einem Volumen von 2 ml ausgesit. Zur Transfektion wurden 4 ug DNA, 10 ul 2,5 M CaCl,
und 86 ul H,O vermischt. AnschlieBend wurden 100 ul BBS zugegeben und der Ansatz dann
fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Danach konnte die Mischung auf die
Zellen gegeben werden, die dann bei 37 °C in einer mit H,O gesittigten Atmosphére und 3 %
CO;, in einem Function-line-Inkubator kultiviert wurden. Nach 15 Stunden wurde das
Medium abgesaugt und Medium mit 0,5 % FCS zugegeben. Die weitere Inkubation erfolgte
dann wieder im Function-line-Inkubator bei 37 °C in einer mit H,O gesittigten Atmosphére

und 7 % CO,. Eine Lyse konnte nach friithestens 24 weiteren Stunden erfolgen.

3.9.3.2. Stabile Transfektion

Um DNA-Abschnitte linearisiert in die DNA der Wirtszelle zu integrieren, wurden die Zellen
zundchst mit der Calcium-Phosphat-Prézipitation transfiziert (vgl. 3.9.3.1). Allerdings wurde
zusitzlich zum eigentlichen Plasmid ein weiteres Plasmid mit einem Neomycin-Resistenzgen
co-transfiziert. Dieses pSV2,., wurde im Verhiltnis 1 zu 10 beigemischt. 15 Stunden nach der
Transfektion wurde das Medium abgesaugt und normales Medium zugegeben. Nach weiteren
24 Stunden wurden die Zellen durch Trypsin abgelost und auf einer 10-cm-Schale ausgesit in
10 ml Medium mit 100ug Geneticin (G418). Nach etwa einer Woche waren mit dem blof3en
Auge einzelne Kolonien zu sehen, die mit einer 1000 pl-Pipette in 200 ul Medium abgeschabt

und auf eine neue 24-Loch Schale in 1 ml Medium uberfithrt wurden. Wenn die Zellen nach
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drei bis fiinf Tagen konfluent waren, wurde ein Teil der Zellen auf eine neue Schale iiberfiihrt,

von der sie zur Kontrolle der Expression geerntet werden konnten.

3.10. Proteinbiochemische Methoden

3.10.1. Herstellung von Fusionsproteinen in Bakterien

Der pGEX-Vektor erlaubt die Expression von GST-Fusionsproteinen in Escherichia coli***.

Dazu wurde die Sequenz fiir das gewiinschte Protein in den pGEX-Vektor mit der Sequenz
fiir GST ligiert (vgl. 3.8.4.5) und in kompetente Escherichia coli BL21 transformiert (vgl.
3.8.5). Eine Kolonie wurden iiber Nacht in 100 ml Ampicillin-haltigem LB bei 37 °C
kultiviert, am nédchsten Morgen wurde das Volumen auf 1 1 erhoht. Etwa eine Stunde spiter,
wenn die Messung der Extinktion bei A= 600 nm einen Wert von 0,6 bis 0,8 ergab, wurde
IPTG zu einer Endkonzentration von 100 uM zugegeben, um den Repressor lac I zu hemmen
und damit den Promotor Py, zu aktivieren. Somit wurde die Transkription des Gens fiir das
GST-Fusionsprotein gestartet. Nach weiterer Inkubation fiir drei Stunden auf einem Schiittler
bei 37 °C und 150 rpm wurden die Bakterien durch Zentrifugation mit 8000 rpm fiir fiinf
Minuten bei Raumtemperatur (JLA 10.500 von Beckman Coulter) konzentriert. Das Pellet
wurde in einer Losung aus 18 ml PBS, 90 mg Lysozym, 1| mM EGTA und 20 pl Aprotinin
resuspendiert. Nach zehn Minuten bei Raumtemperatur wurden 2 ml Triton-X 100 zugegeben.
Dann wurde die Losung mehrmals eingefroren und wieder aufgetaut, um die Bakterien zu
lysieren. Der Erfolgt zeigte sich an einer zunehmenden Viskositit. Durch Zugabe von 0,2 ml
100 mM PMSF und 20 ul DNAsel wurde die DNA nach kurzer Zeit bei Raumtemperatur
gespalten und so die Viskositit wieder verringert. Uberreste der Bakterien wurden durch
Zentrifugation fiir 20 Minuten mit 10000 rpm bei Raumtemperatur (JA-17 von Beckman
Coulter) entfernt. Zur Aufreinigung des GST-Fusionsproteins wurde dieses zusammen mit 1
ml Sepharose-gebundenem Glutathion iiber Nacht bei 4 °C oder fiir 15 bis 30 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Drehrad inkubiert, um dabei an die Sepharoseperlen gebunden zu
werden. Die Sepharose mit dem Fusionsprotein wurden dann auf eine Poly-Prep
Chromatographie-Séule tiberfithrt und mit 10 ml PBS gewaschen. Danach erfolgte die Elution
mit 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 und 5 mM reduziertes Glutathion. Die Menge und Qualitét des
Proteins wurde durch Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) (vgl. 3.10.6) zusammen mit
Mengenstandards aus 1 pg und 2 pg BSA sowie HMW-Molekiilmarker und anschlieBender

Farbung mit Coomassie-Brillant-Blau beurteilt.
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3.10.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit photometrisch nach
der von Bradford* vorgestellten Methode. Dabei wird die Eigenschaft von Coomassie-
Brillant-Blau ausgenutzt, nach Komplexbildung mit Proteinen sein Absorptionsmaximum von
470 nm zu 595 nm zu verschieben. Diese Verschiebung kann im Photometer detektiert
werden.

Es wurde der Bio-Rad Protein Assay nach Herstellerangaben verwendet: Die Zelllysate (vgl.
3.10.3) wurden im Verhéltnis 1 zu 10 mit H,O verdiinnt. 10 pl dieser Verdiinnungen wurden
anschlieBend mit 790 ul H,O und 200 pl Bio-Rad Protein Assay-Reagenz vermischt und zwei
Minuten inkubiert. Dann konnte im UV-Spektrometer die Extinktion bei A= 595 nm
gemessen werden. Als Leerwert diente Lysepuffer, als Referenzwert wurde eine
Verdiinnungsreihe mit BSA verwendet. Daraus konnte dann die Konzentration berechnet

werden.

3.10.3. Lyse von Zellen

Zur Analyse von Proteinen wurden die Zellmembranen durch das nicht-denaturierende
Detergens Triton-X 100 im Lysepuffer lysiert. Danach waren zytoplasmatische und
membrangebundene Proteine gelost, der Nukleus und das Zytoskelett blieben weitgehend
intakt.

Zuniachst wurden die Zellen mit Medium von der Platte abgespiilt. Dann folgte eine
Zentrifugation fiir eine Minute mit 5000 rpm bei Raumtemperatur (Biofuge pico von
Heraeus). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 200 pl eiskaltem
Lysepuffer resuspendiert. Nach Inkubation fiir drei Minuten auf Eis folgte eine weitere
Zentrifugation fiir drei Minuten mit 13000 rpm bei 4 °C (Biofuge fresco von Heraeus), um die
Zelltriimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und entweder
komplett mit Laemmli Puffer versetzt und durch SDS-PAGE (vgl. 3.10.6) aufgetrennt oder
aber 20 ul als Expressionskontrolle mit Laemmli Puffer versetzt und der Rest zur

Immunprézipitation (vgl. 3.10.4) verwendet.
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3.104. Co-Immunprizipitation von Proteinen

Durch Co-Immunprizipitation konnen Interaktionen von Proteinen in vitro nachgewiesen
werden. Dabei wird ein Protein durch einen Antikorper gebunden, alle Interaktionspartner
werden iiber dieses erste Protein mitgebunden. Um die Antikdrper zu prézipitieren wird fiir
Maus-Antikorper Sepharose-gebundenes Protein G und fiir Kaninchen-Antikorper Sepharose-
gebundenes Protein A eingesetzt, die beide mit hoher Spezifitit die Fc-Region des jeweiligen
IgG binden konnen. Protein G ist ein Membranprotein aus Streptokokken der Lancefield-
Gruppe C. Protein A" ist ein Membranprotein aus Staphylococcus aureus. Durch die
Sepharoseperlen wird das an den Antikdrper gebundene Protein zusammen mit seinen
Interaktionspartnern abzentrifugiert, wihrend alle nicht interagierenden Proteine mit dem
Uberstand abgesaugt werden. Durch Denaturierung werden die Proteine wieder von den
Sepharoseperlen geldst und konnen anschlieend elektrophoretisch getrennt werden (vgl.
3.10.5).

Fiir diese Arbeit wurden pro Ansatz 170 ul Zelllysat (vgl. 3.10.3), 200 ul HNTG, 20 ul
Protein A- oder G-Sepharose und 2 pg Antikorper in einem Reaktionsgefdfl fiir mindestens
drei Stunden bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurden die an Sepharose
gebundenen Komplexe durch Zentrifugation mit 5000 rpm bei 4 °C fiir 30 Sekunden (Biofuge
fresco von Heraeus) vom Uberstand getrennt. Dieser wurde abgesaugt. Die Sepharose-
gebundenen Komplexe wurden dreimal mit je 500 ul HNTG gewaschen. Danach wurden die
Proteininteraktionen mittels Denaturierung mit 25 ul Laemmli Puffer und Erhitzen auf 95 °C

aufgelost, um dann elektrophoretisch getrennt zu werden (vgl. 3.10.6).

3.10.5. GST-pull-down assay

Auch durch den GST-pull-down assay konnen Interaktionen von Proteinen in vitro
nachgewiesen werden. Dazu wurde ein Protein als GST-Fusionsprotein (vgl. 3.10.1) in
Bakterien hergestellt. Dieses wurde dann vermischt mit Sepharose-gebundenem Glutathion
und dem Zelllysat, das das interagierende Protein enthielt, und fiir drei Stunden bei 4 °C auf
einem Drehrad inkubiert. Dabei entstanden Komplexe aus Glutathion-Sepharose, GST-
Fusionsprotein und dem interagierenden Protein. Diese wurden durch Zentrifugation mit 5000
rpm bei 4 °C fiir 30 Sekunden (Biofuge fresco von Heraeus) vom Uberstand getrennt. Der

Uberstand wurde abgesaugt. Die Sepharose-gebundenen Komplexe wurden dreimal mit je
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500 ul HNTG gewaschen. Danach wurden die Proteininteraktionen mittels Denaturierung mit
30 ul Laemmli Puffer und Erhitzen auf 95 °C aufgeldst, um dann elektrophoretisch getrennt

zu werden (vgl. 3.10.6).

3.10.6. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Diese Methode'*? dient der Trennung von Proteinen im elektischen Feld nach deren Grofe.
Das denaturierende, anionische Detergens SDS iiberdeckt die Ladungsverteilung von
Proteinen, weswegen diese Ladung nur wenig Einflu auf das Laufverhalten im Gel hat.
Dieses wird durch die GroBe der Proteine und die Konzentration des Polyacrylamidgels
bestimmt.

Das Gel aus Acrylamid-Polymeren dient dabei als Matrix, durch welche die jetzt negativ
geladenen Proteine im elektrischen Feld in Richtung der Anode wandern.

Die Elektrophorese wurde in vertikalen Elektrophorese-Kammern durchgefiihrt. Je nach
GroBe der Proteine wurden Trenngele mit Acrylamid-Konzentrationen zwischen 8 % und 12
% gefertigt, das Sammelgel enthielt immer 4 % Acrylamid. Nachdem das Gel vollstindig
polymerisiert war, wurde der Kamm gezogen und das Gel in 1 x TG in die Kammer
eingespannt. Die Elektrophorese erfolgte dann mit einer elektrischen Spannung von 80 bis 90
V und einer Stromstirke von 20 mA iiber Nacht und wurde beendet, wenn das
Bromphenolblau des Laemmli Puffers 10 cm weit ins Trenngel gelaufen war.

Zum Abschitzen der Proteingroen wurde immer der Molekulargewichts-Marker aus eigener

Herstellung mit aufgetragen. Er enthilt folgende Proteine:

Myosin schwere Kette 200 kDa
B-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase b 97 kDa
BSA 66 kDa
Hiihnereiweif3-Ovalbumin 43 kDa
Carboanhydrase 31 kDa
Trypsin-Inhibitor 21 kDa

Lysozym 14 kDa
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3.10.7. Western Blot

Durch einen Western Blot werden Proteine aus dem Polyacrylamidgel (vgl. 3.10.6)
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Trigermembran iibertragen257.

Vor dem Aufbau der Blot-Kammern wurde jeweils das Sammelgel des Polyacrylamidgels
abgetrennt und nur das Trenngel fiir fiinf Minuten in Transblotpuffer auf einem Rocky shaker
geschiittelt. Dieses wurde dann folgendermallen in eine Semidry-Blot-Kammer eingebracht:
Auf die Anode wurden drei Lagen Whatman Papier gelegt, darauf kamen luftblasenfrei die
Nitrozellulose-Membran, das Trenngel und drei weitere Lagen Whatman Papier. Alle Lagen
wurden vorher in Transblotpuffer getriankt. Die Kammer wurde mit der Kathode im Deckel
verschlossen. Die Elektrophorese erfolgte fiir drei Stunden bei 4 °C mit einer Stromstirke von
0,8 mA pro cm? Gelfliche.

Nach Abschluss des Transfers wurden die Proteine auf der Nitrozellulose mit PonceauS
unspezifisch angefiarbt. Nach Abschiitten der Ponceau Sdure wurden Reste davon durch
wiederholtes Waschen mit H,O entfernt. Der Molekulargewichts-Marker konnte dann mit
wasserfestem Kugelschreiber nachgezeichnet werden und die Nitrozellulose wurde
zugeschnitten. AnschlieBend wurden freie Proteinbindungsstellen auf der Nitrozellulose-
Membran durch einstiindiges Schiitteln in 1x NET-G blockiert.

Durch die Anlagerung von Gelatine an die freien Bindungsstellen der Membran kann

verhindert werden, dass Antikorper dort unspezifisch gebunden werden.

3.10.8. Immundetektion von Proteinen und Chemolumineszenz

Um Proteine auf der Nitrozellulose-Membran (vgl. 3.10.7) detektieren zu konnen, werden
diese zundchst vom primdren Antikorper erkannt. An die Fc-Region dieses Primér-
Antikorpers bindet dann ein Spezies-spezifischer sekundidrer Antikorper, an den eine
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Es entsteht also ein spezifischer Antikorper-Komplex,
der die Meerrettich-Peroxidase enthilt. Dieses Enzym katalysiert die Chemolumineszenz-
Reaktion, durch die ein Film belichtet wird.

Fiir diese Arbeit wurden die Nitrozellulose-Membranen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4 °C in einer Losung mit dem primédren Antikorper geschiittelt. Diese
enthielt jeweils 0,1 bis 0,2 pg Antikorper pro ml 1x NET-G, beziehungsweise eine
Verdiinnung 1:1000 in 1x NET-G fiir Seren. AnschlieBend wurden die Membranen dreimal
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fiir je 10 Minuten bei Raumtemperatur in 1x NET gewaschen. Dann wurden sie mit einer
Losung mit dem sekundédren Antikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
bei 4 °C geschiittelt. Als sekundédre Antikorper kamen Ziege-a-Maus (POD-konjugiert) und
Ziege-a-Kaninchen (POD-konjugiert) in einer Verdiinnung von 1:20000 in NET-G zum
Einsatz. Darin wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach
folgten drei Waschschritte fiir je 10 Minuten mit NET.

Anschlieend erfolgte die Chemolumineszenz-Reaktion: Die beiden Losungen des ECL-Kits
wurden 1 zu 1 vermischt und die Membran vollstindig damit in Kontakt gebracht. Durch die
von der Peroxidase am sekunddren Antikorper katalysierte Chemilumineszenz-Reaktion
entstand blduliches Licht. Damit wurde der Film fiir 15, 45, 215 Sekunden und eine Stunde

belichtet und anschlieBend entwickelt.

3.10.9. Stripping von Western-Blots

Stripping von Western-Blots dient dazu, gebundene Antikorper (vgl. 3.10.8) wieder von der
Nitrozellulose-Membran zu 16sen und diese somit fiir andere Antikorper zur Detektion
weiterer Proteine frei zu machen.

Die Nitrozellulose-Membran wurde dazu fiir 30 Minuten in 56 °C warmem Stripping-Puffer
geschiittelt. Danach folgten mehrere Waschschritte mit H,O. AnschlieBend wurde die
Nitrozellulose-Membran eine Stunde in 1x NET-G geschiittelt. Im Anschluss konnte die

Immundetektion (vgl. 3.10.8) mit anderen Antikdrpern wiederholt werden.

3.11. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie erlaubt die Sichtbarmachung der intrazelluldren
Lokalisation von Zellbestandteilen und einzelnen Proteinen. Dazu erfolgte eine Firbung
entweder durch fluoreszenz-markierte Antikdrper oder durch fluoreszierende Chemikalien,
die sich in bestimmten Zellorganellen einlagern. Ein Beispiel fiir letzteres ist TO-PRO 3 **°:
Hierbei handelt es sich um einen Cyanine-Farbstoff, der sich spezifisch an doppelstringige
Nukleinsduren anlagert und so Zellkerne markiert. Dort emittiert er, nach geeigneter
Anregung, Licht mit einer Wellenldnge von 661 nm.

Eine sehr genaue Detektion der intrazelluldren Lokalisation wird durch die Verwendung eines

Confocal laser scanning Mikroskops erméglicht®': Damit wird, anders als in der
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konventionellen Lichtmikroskopie, nicht die Uberlagerung eines scharfen Bildes aus der
Ebene, auf die fokussiert wurde, mit vielen unscharfen Bildern sichtbar, sondern nur das Bild
aus der Fokusebene. Dies gelingt durch die Fokussierung auch des Anregungslichtes auf eine
bestimmte Ebene. Zusammen mit der Fokussierung des Detektors wird es dadurch moglich,
ein kleines Volumen innerhalb der Zellesichtbar zu machen. Durch Verkniipfung von
Informationen aus mehreren aneinandergrenzenden Ebenen wird eine dreidimensionale
Rekonstruktion des Zellaufbaus moglich.

Fiir diese Arbeit wurden 5000-6000 Zellen auf Glasplittchen in 12-Loch-Schalen iiber Nacht
bei 37 °C in einer mit H,O gesittigten Atmosphédre und 7 % CO, in einem Function-line-
Inkubator kultiviert. Zur Fixierung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann
in 1 ml -20 °C kaltes Methanol gegeben. Es folgte eine Inkubation bei -20 °C fiir mindestens
30 Minuten. Dann wurde das Methanol abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen. Um freie Antikorperbindungsstellen zu blockieren, folgte eine einstiindige
Inkubation in PBS + 10 % FCS. Dann folgte die Inkubation mit den primédren Antikérpern auf
einer Parafilm-Folie, die sich auf zwei feuchten Papieren in einer wasserdicht verschlossenen
Schale befanden. Eingesetzt wurden jeweils 1-2 ng/ul Antikorper in 40 ul PBS + 10 % FCS.
Die Bindung der primédren Antikorper erfolgte bei Raumtemperatur fiir 1,5 Stunden. Danach
wurden die Gldschen mit den Zellen dreimal mit PBS + 10 % FCS gewaschen und
anschlieBend mit dem sekundidren Antikorper in einer gleichartig aufgebauten Schale
inkubiert. Dieser sekundidre Antikorper kam in einer Verdiinnung von 1:400 in 40 ul PBS +
10 % FCS fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur zum Einsatz. AnschlieBend wurden die
Glédschen mit den Zellen dreimal mit PBS + 10 % FCS gewaschen, danach kurz mit H,O
abgespiilt und mit PermaFluor auf Objekttrigern fixiert. Nach frithestens 12 Stunden erfolgte
die Auswertung mit einem Leica TCS NT/SP Confocal laser scanning Mikroskop mit 63-
facher VergroBerung + Okularvergroerung und einer Blende zwischen 0,62 und 1,32. Die
Bilder wurden mit der TCS-NT Software von Leica aufgenommen und Helligkeit und
Kontrast, wenn erforderlich, mit Adobe Photoshop CS 2 angepasst. Mit diesem Programm

wurden auch Uberlagerungsbilder hergestellt.

3.12. Apoptose-Messung

Die Messung der Zahl lebender Zellen wurde mit dem WST-1-Assay durchgefiihrt. Dieses
beruht darauf, dass ein fast farbloses Tetrazolium-Salz in einer Redox-Reaktion in ein

dunkelrotes Formazan umgesetzt wird, dessen Absorption dann im ELISA-Reader bestimmt
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werden kann. Die Umsatzrate hingt dabei vor allem von der Aktivitiat des Komplexes I der
mitochondrialen Atmungskette, der NADH-Dehydrogenase, ab.

Fiir diese Arbeit wurden 5000-6000 Zellen in 100 pul Medium in 96-Loch-Schalen iiber Nacht
bei 37 °C in einer mit H,O gesittigten Atmosphédre und 7 % CO, in einem Function-line-
Inkubator kultiviert. Am nichsten Tag erfolgte die Zugabe des jeweiligen Apoptose-Induktors
in angegebener Konzentration fiir die angegebene Zeit (vgl. 4.7). Danach wurden 10 pl der
WST-1-Losung fiir eine Stunde zugegeben. Im Anschluss erfolgte entweder direkt die
Messung der OD im ELISA-Reader oder die Schalen wurden bei -20 °C eingefroren und zu
einem spdteren Zeitpunkt gemessen. Die Messwellenlinge war 450 nm, die
Referenzwellenlidnge 620 nm, Messwert war die Differenz zwischen beiden. Zusitzlich wurde
jeweils eine Messung von Medium und WST-1-Losung ohne Zellen und Apoptose-Induktor
als Leerwert durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2002 SP 3: Alle
Messungen wurden in jeweils sechs Nédpfen mit identischem Inhalt durchgefiihrt, es wurde
jeweils der Mittelwert abziiglich des Leerwertes verwendet. Der Mittelwert der Zellen einer
Zelllinie ohne Induktion von Apoptose wurde als 100 % definiert, die Messwerte der iibrigen

Zellen, bei denen Apoptose induziert worden war, wurden dann prozentual darauf bezogen:

Uberlebende Zellen [%] = ODZellen mit Apoptose-Induktion / ODIOO% x 100

Von diesen prozentualen Zellzahlen wurden dann mit Microsoft Excel 2002 SP 3 die
Mittelwerte und die Standardabweichungen berechnet. Mit dem Programm GraphPad InStat,
Version 3.06 wurden die P-Werte mittels einem ANOVA mit anschlieBendem Student-
Newman-Keuls-Mehrfachvergleichstest errechnet. Als signifikant verschieden wurden Werte

von P < 0,05 interpretiert.

3.13. Priaparation polyklonaler Antikorper

Die Herstellung der Kaninchen-Seren erfolgte durch die Firma Eurogentec S.A. (Seraing,
Belgien). Dort wurde Kaninchen 1 mg GST-Fusionsprotein (vgl. 3.10.1) in 0,5 ml PBS
zusammen mit 0,5 ml Freud-Adjuvans intradermal injiziert. Diese Immunisierung wurde
zweimal wiederholt. Zehn Tage nach der letzten Immunisierung wurde den Kaninchen das
Blut entnommen und das Serum abgetrennt.

Zur Vorbereitung der Sédule zur Aufreinigung der Antikorper wurden 400 mg CNBr-

Sepharose fiir mindestens 15 Minuten in 1 mM HCI eingeweicht. Danach wurden sie viermal



68

mit 1 mM HCI und einmal mit Kopplungs-Puffer gewaschen. 5 mg des Fusionsproteins
wurden iiber Nacht gegen Kopplungspuffer dialysiert und danach zusammen mit 2 ml
Kopplungspuffer zur CNBr-Sepharose gegeben. Die Bindung erfolgte fiir zwei Stunden auf
einem Drehrad bei 4 °C und wurde danach durch Zugabe von 15 ml Tris-HCI pH 8,0
gestoppt. Durch viermaliges Waschen mit Kopplungspuffer wurde ungebundenes
Fusionsprotein entfernt.

Die so an Sepharoseperlen gebundenen Fusionsproteine wurden dann mit 15 ml Kaninchen-
Serum fiir drei Stunden auf einem Drehrad inkubiert, um die spezifischen polyklonalen
Antikorper zu binden. Danach wurden diese durch Zentrifugation vom Restserum getrennt
und auf eine Poly-Prep Chromatographie-Saule iiberfiihrt. Diese wurde dann zweimal mit je
10 ml TN-Puffer gewaschen. Danach erfolgte die Elution durch Zugabe 10 ml saurer Losung,
10 ml basischer Losung und 10 ml chaotroper Losung. Die saure Losung enthielt 100 mM
Glycin und 300 mM NaCl und hatte einen pH von 2,5; die basische Losung enthielt 0,5 M
Triethanolamin und hatte einen pH von 10,3; die chaotrope Losung enthielt 0,5 M Nal.

Die Eluate wurden anschlieBend iiber Nacht gegen NET mit einmaligem Pufferwechsel
dialysiert. Anschlieend wurden sie zusammen mit jeweils 1 ml Protein A Sepharose fiir zwei
Stunden auf einem Drehrad bei 4 °C inkubiert und anschlieBend auf Poly-Prep
Chromatographie-Séulen iiberfithrt. Nach Waschen mit 10 ml TN-Puffer erfolgte die Elution
durch Zugabe einer Losung aus 100 mM Glycin und 300 mM NaCl mit einem pH von 2,5.
Die Sédure im Eluat wurden unter standiger pH-Kontrolle sofort mit 1 M Tris-HCI pH 8,8
neutralisiert.

AnschlieBend erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit dem UV-Spektrometer. Hier wurde

die Extinktion bei A= 280 nm gemessen, wobei 1 OD»gy 0,75 mg/ml entsprach.
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4. Ergebnisse

4.1. Interaktion von Xafl mit Akt

Xafl wurde in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Lammers durch ein Yeast-two-hybrid-screening
als moglicher Interaktionspartner von Aktl identifiziert. Um diese Interaktion zu bestitigen
und weiter zu charakterisieren, sollte diese auch fiir andere eukaryotische Zellen iiberpriift
werden. Zudem sollte getestet werden, ob alle Isoformen der Akt-Kinase Xaf1 binden konnen.
In dieser Arbeit wurde fiir alle Versuche die Xafl-Isoform 1 verwendet, auf die sich auch alle
Aminosdure-Angaben beziehen.

Hierzu wurde in HEK-293-Zellen, die endogen nur wenig Xafl exprimieren (vgl. 4.2), Aktl,
Akt2 beziehungsweise Akt3 alleine oder zusammen mit VSV-markiertem Xafl transient
tiberexprimiert. Die Zellen wurden lysiert und Xafl-VSV mit o-VSV-Antikérpern
immunprizipitiert. Sollte eine Akt-Isoform nun mit Xafl interagieren, so wird diese im
Komplex aus a-VSV-Antikorper, Xaf1-VSV und Akt co-immunoprizipitieren und nicht wie
alle iibrigen, nicht Xafl bindenden Proteine beim Waschen verloren gehen. Die Analyse der
Immunprézipitate im Westernblot ist in Abbildung 3 gezeigt. Als Negativkontrollen wurde
die entsprechende Akt-Isoform jeweils alleine iiberexprimiert, und dieses Akt wurde nicht
immunoprizipitiert. Dies gilt ebenso fiir die Uberexpression von Xafl und Akt3. Im
Gegensatz dazu zeigt sich eine starke Bindung in den mit Xafl und Aktl beziehungsweise
Akt2 co-transfizierten Zellen. Folglich interagiert Xafl auch in eukaryotischen Zellen mit
Aktl und Akt2, nicht aber mit Akt3.

Um die ,,Stirke* dieser Bindung abschitzen zu kénnen, wurde die Interaktion von Xafl und
Aktl mit der Interaktion von weiteren, bereits publizierten Aktl-bindenden Proteinen
verglichen. Dazu wurde Aktl gemeinsam mit den jeweiligen Proteinen, die ein VSV-Epitop
enthielten, in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. Nach Lyse der Zellen wurde mit a-
VSV-Antikérpern immunprézipitiert. Wie oben beschrieben erfolgte die Analyse mittels
Westernblot. Die Ergebnisse eines solchen Versuches zeigt Abbildung 4: Die Interaktion
zwischen Aktl und Xafl ist deutlich stirker als die von Aktl mit den iibrigen getesteten

Proteinen. Die Analyse mit a-VSV-Antikorpern ist hier nicht gezeigt.
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Aktl + + - - - -
Akt2 - - + + - -
Akt3 - - - - +
Xafl-VSV - + - + -
Blot: a-Akt :: ﬁig
-_—  Akt2

Blot: a-Xafl . - . o Xafl

e Akt
B Blot: a-Akt ~ Akt3
Akt2

Abbildung 3: Xafl interagiert in HEK-293-Zellen mit Aktl und Akt2, aber nicht mit
Akt3. Die in der Tabelle angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient
iberexprimiert. (A) Die Zellen wurden lysiert und aus den Lysaten Proteine mit a-VSV-
Antikorpern immunprizipitiert. Nach der Aufspaltung der Proteinkomplexe durch
Denaturierung wurden die Proteine gelelektrophoretisch getrennt und anschlieBend durch
Westernblot auf Nitrocellulose-Membran iibertragen. Hier erfolgte die Detektion mit a-Akt-
Antikorpern beziehungsweise im unteren Teil der Abbildung mit a-Xaf1-Antikorpern. Diese
wurden durch sekundére Antikorper sichtbar gemacht, an die Peroxidase fiir die
Chemilumineszenz-Reaktion zur Belichtung eines Films gekoppelt war. (B) Zur
Expressionskontrolle wurden die Gesamtzelllysate analysiert. Die Proteine wurden nach der
Denaturierung gelektrophoretisch getrennt, durch Westernblot auf Nitrocellulose-Membran
ibertragen und mit a-Akt-Antikorpern detektiert. Diese wurden durch sekundére Antikorper
sichtbar gemacht, an die Peroxidase fiir die Chemilumineszenz-Reaktion zur Belichtung eines
Films gekoppelt war. Abkiirzungen: o = Anti; HEK = human embryonic kidney; VSV =
Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.




71

ASA T
ASA-€ Q1L
ASA-dINLD
ASA-T JeX

Aktl + + + +

=+

Blot: a- Akt

Abbildung 4: Vergleich der Bindung von Akt an verschiedene Akt-interagierende
Proteine. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle
angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient {iberexprimiert und mit a-VSV-
Antikorpern immunprizipitiert. AnschlieBend wurde im Westernblot Akt mit o-Akt-
Antikorpern detektiert. Abkiirzungen: o= Anti; CTMP = Carboxy-terminal modulator protein;
Ft = fused toe; Trb3 = Tribbles homolog 3; VSV = Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.

4.2. Expression von Xaf1 in Zelllinien

Um einen Uberblick iiber die endogene Expression von Xafl in verschiedenen Zelllinien zu
erlangen, wurden Gesamtzelllysate in einem Westernblot untersucht.

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse eines solchen Versuches. Hier wird Xafl endogen von NIH
3T3 und BHK exprimiert. In den {iibrigen Zelllinien wird Xafl nicht oder nur so wenig

exprimiert, dass eine Detektion im Westernblot nicht gelingt.
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Abbildung 5: Expression von Xaf1 in verschiedenen Zelllinien. Aufgetragen wurden die
Gesamtzelllysate der angegebenen Zelllinien. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3
beschrieben. Die Detektion von Xafl wurde mit a-Xafl-Antikdrpern durchgefiihrt.
Abkiirzungen: o = Anti; BHK = Baby hamster kidney; BR = Breast; CHO = Chinese hamster
ovary; HEK = human embryonic kidney; Hep = hepatocellular carcinoma; HL = human
leukemia; Rin = rat insulinoma; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated
factor.
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4.3. Identifikation des Interaktionsbereiches der Proteine

Nachdem die Bindung der Proteine bestitigt werden konnte, sollte in weiteren Experimenten
der interagierende Abschnitt der beteiligten Proteine definiert und Deletionsmutanten ohne
diesen hergestellt werden. Der spezifische Einfluss der jeweiligen Interaktion auf zellulére
Vorginge kann dann durch den Vergleich solcher Mutanten mit nicht-mutierten Proteinen

untersucht werden.

4.3.1. Identifikation des Akt-interagierenden Xaf1-Abschnittes

Um den Xafl-Abschnitt, der fiir die Bindung von Aktl verantwortlich ist, einzugrenzen,
wurde ein GST-pull-down assay durchgefiihrt (vgl. 3.10.5). Verwendet wurde hierzu ein
GST-Fusionsprotein mit den Aminosduren 151-301 von Xafl, das mit dem Gesamtzelllysat
Aktl-tiberexprimierender HEK-293-Zellen vermischt wurde. Damit konnte bestimmt werden,
ob der amino- oder der carboxyterminale Teil von Xaf1 fiir die Akt-Bindung verantwortlich
ist. Als Kontrolle fungierte ein GST-Fusionsprotein mit dem Nicht-Akt-interagierenden Grb2.
Das Ergebnis eines solchen Versuches zeigt Abbildung 6. Die Negativkontrolle mit Grb2
zeigte keine Interaktion, die Aminosduren 151-301 von Xafl hingegen interagierten. Somit
liegt der Interaktionsbereich von Xafl mit Akt im carboxyterminalen Abschnitt von Xafl.

Zur weiteren Eingrenzung wurden Expressionskonstrukte mit den Aminosduren 1 bis 200, 1-
225 und 1-250 von Xafl hergestellt, um sie durch Co-Immunprizipitation zusammen mit
Aktl zu untersuchen. Da das carboxyterminale Ende variierte, wurde ein aminoterminales
VSV-Epitop eingefiigt. Ein solcher Versuch ist in Abbildung 7 gezeigt. Hier zeigte sich
folgendes Resultat: Aufler dem Gesamt-Xafl interagierte keines der transfizierten
Proteinfragmente mit Aktl. Der Interaktionsbereich liegt also nicht im Bereich der
aminoterminalen 250 Aminosiuren, dafiir kam somit nur noch der Xafl-Bereich zwischen
Aminosdure 250 und 301 in Frage.

Dieser sollte mit einem Expressionskonstrukt der VSV-markierten Aminosiduren 1-289 von
Xafl weiter eingegrenzt werden. Das Konstrukt wurde zusammen mit Aktl exprimiert und
durch Co-Immunoprizipitation und anschlieBenden Westernblot analysiert. Ergebnisse eines
solchen Versuches sind in Abbildung 8 gezeigt. Auch hier bindet das Gesamt-Xafl als
Positivkontrolle mit Aktl, nicht aber die Aminosduren 1-289. Folglich sind die
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carboxyterminalen 12 Aminosduren fiir die Interaktion zwischen Xafl und Aktl

verantwortlich.

Pull-down mit GST-Grb2 Pull-down mit GST-Xaf1

aa 151-301
Aktl + +
Blot: a-Akt . e Aktl

Abbildung 6: Aktl interagiert im GST-pull-down assay mit GST-Xaf1 aa 151-301. Aktl
wurde in HEK-293-Zellen transient tiberexprimiert. GST-Grb2 und GST-Xaf1 aa 151-301
wurden in Escherichia coli BL21 hergestellt. Nach einem pull-down assay mit Sepharose-
gebundenem Glutathion wurden die Komplexe wie oben beschrieben durch Western Blot
analysiert. Hier erfolgte die Detektion mit a-Akt-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa =
Aminosduren; Grb = Growth factor receptor-bound; GST = Glutathion-S-Transferase; HEK =
human embryonic kidney; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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Aktl + + + + +
Xafl-VSV + - - - -
Xaf1 aa 1-200-VSV - - + - -
Xafl aa 1-225-VSV - - - + -
Xafl aa 1-250-VSV - - - - +

A Blot: a-Akt -
«— Aktl

Blot: a-Akt <« Aktl
B — Xafl
«— Xafl aa 1-250
Blot: a-Xafl

«— Xafl aa 1-225

«— Xafl aa 1-200

Abbildung 7: Aktl interagiert in HEK-293-Zellen nicht mit Xafl aa 1-200-VSV, Xafl aa
1-225-VSV und Xaf1 aa 1-250-VSV. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3
beschrieben. Die in der Tabelle angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient
tiberexprimiert. (A) Die Proteine wurden mit a-VSV-Antikorpern immunprizipitiert.
Anschlieend wurde im Westernblot mit a-Akt-Antikorpern Aktl detektiert. (B)
Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit a-Akt-Antikorpern beziehungsweise o-Xaf1-
Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminoséduren; HEK = human embryonic kidney;
VSV = Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated
factor.
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Aktl N .
Xaf1-VSV | s ]
Xafl aa 1-289-VSV - - +
A Blot: a-Akt - <«— Aktl

Blot: a-Akt | A < Akt
Xafl
Blot: a-Xafl “ = Xafl aa 1-289

Abbildung 8: Die carboxyterminalen 12 Aminosiuren von Xaf1 sind fiir die Interaktion
mit Aktl verantwortlich. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in
der Tabelle angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A)
Die Proteine wurden mit a-VSV-Antikérpern immunprézipitiert. Anschlieend wurde im
Westernblot mit a-Akt-Antikdrpern Aktl detektiert. (B) Gesamtzelllysate, Detektion der
Proteine mit a-Akt-Antikorpern beziehungsweise a-Xafl-Antikdrpern. Abkiirzungen: o =
Anti; aa = Aminoséduren; HEK = human embryonic kidney; VSV = Vesicular stomatitis virus;
Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.

4.3.2. Identifikation des Xafl-interagierenden Akt-Abschnittes

Um den Abschnitt von Aktl einzugrenzen, der fiir die Interaktion mit Xaf1 verantwortlich ist,
wurde ein Expressionskonstrukt mit den Aminosduren 130-480 von Aktl hergestellt. Dieses
wurde dann durch Co-Immunprizipitation mit VSV-markiertem Xafl und anschlieBendem
Westernblot untersucht. Das Ergebnis eines solchen Versuches ist in Abbildung 9 gezeigt.
Hier zeigte sich eine Interaktion zwischen dem Protein ohne die aminoterminalen 130
Aminosduren und Xafl.

Zur weiteren Definition des bindenden Bereiches wurde ein Aktl-Konstrukt mit den
Aminosduren 310 bis 480 hergestellt und durch Co-Immunoprizipitation mit VSV-
markiertem Xafl analysiert. Die Untersuchung der Prizipitate im Westernblot zeigt
Abbildung 10. Der Aktl-Abschnitt mit den Aminosduren 310-480 interagiert nicht mit Xafl,
folglich sind die carboxyterminalen 170 Aminosduren ebenfalls nicht fiir die Bindung
verantwortlich.

Eine weitere Bestimmung des Interaktionsbereiches sollte mit zwei zusitzlichen Konstrukten

mit den Aktl-Aminosduren 200 bis 480 beziehungsweise 260 bis 480 erfolgen. Auch diese
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wurden zusammen mit VSV-markiertem Xafl durch Co-Immunprizipitation untersucht. Der
anschliefende Westernblot eines solchen Versuches ist in Abbildung 11 zu sehen. Hier binden
weder die Aminoséduren 200 bis 480 noch die Aminosduren 260 bis 480 von Aktl an Xafl.
Somit muss der interagierende Abschnitt im Bereich der Aminosduren 130-200 von Aktl
liegen.

Deswegen wurde dieser Bereich mit weiteren Expressionskonstrukten genauer untersucht. Sie
enthalten die Aktl-Aminosiduren 130 bis 480, 147 bis 480, 155 bis 480, 178 bis 480 und 200
bis 480. Abbildung 12 zeigt einen Westernblot nach Co-Immunprizipitation der
entsprechenden Proteinfragmente zusammen mit VSV-markiertem Xafl. Alle Aktl-
Deletionsmutanten, auBler der ohne die Aminosduren 200 bis 480 binden an Xafl. Die
Bindung ist dabei mit den Abschnitten 155 bis 480 und 178 bis 480 deutlich abgeschwicht.
Fiir die Interaktion von Aktl mit Xafl ist demzufolge der Aktl-Abschnitt zwischen den
Aminosduren 178 und 200 verantwortlich, allerdings scheint der Abschnitt ab Aminosdure

155 fiir eine starke Bindung ebenfalls eine Rolle zu spielen.

Aktl aa 130-480 + +
Xaf1-VSV : ¥
A Blot: a-Akt | e (I 1« Akil aa 130-480

Blot: a-Akt

“ <«Akt] aa 130-480
Blot: a-Xaf1 . <« Xafl

Abbildung 9: Xaf1 interagiert in HEK-293-Zellen mit Aktl aa 130-480. Das Vorgehen
erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle angegebenen Proteine wurden in
HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A) Die Proteine wurden mit o-VSV-Antikorpern
immunprizipitiert. AnschlieBend wurde im Westernblot mit a-Akt-Antikorpern Aktl aa 130-
480 detektiert. (B) Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit o-Akt- Antikorpern
beziehungsweise a-Xafl-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; HEK =
human embryonic kidney; VSV = Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor
of apoptosis)-associated factor.
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Aktl aa 310-480 + +

Xaf1-VSV - +
Blot: o-Akt «— Aktl aa 310-480
A
- L Xafl
Blot: a-Xafl
B Blot: a-Akt | e [« Akt] aa 310-480

Abbildung 10: Xafl interagiert in HEK-293-Zellen nicht mit Akt1 aa 310-480. Das
Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle angegebenen Proteine
wurden in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A) Die Proteine wurden mit a-VSV-
Antikorpern immunprizipitiert. Xaf1 wurde im Westernblot mit a-Xaf1-Antikorpern
detektiert, Aktl aa 130-480 mit a-Akt-Antikorpern. (B) Gesamtzelllysate, Detektion der
Proteine mit a-Akt-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; HEK = human
embryonic kidney; VSV = Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis)-associated factor.
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Aktl + + - R
Aktl aa 200-480 - - + -
Aktl aa 260-480 - - - +
Xafl-VSV - + + +

<+— Aktl aa 200-480
A Blot: a-Akt _ [+ Aktl aa 260-480

<« Aktl

B Blot: a-Akt

« Aktl aa 200-480
M Aktl aa 260-480

Abbildung 11: Xaf1 interagiert in HEK-293-Zellen weder mit Aktl aa 200-480 noch mit
Aktl aa 260-480. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle
angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A) Die Proteine
wurden mit a-VSV-Antikdrpern immunprézipitiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit o-
Akt-Antikorpern. (B) Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit a-Akt-Antikdrpern.
Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; HEK = human embryonic kidney; VSV =
Vesicular stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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Xafl-VSV - + + + + + +
Aktl + + - - - - ,
Aktl aa 130-480 - - + - - - -
Aktl aa 147-480 - - - + - - ,
Aktl aa 155-480 - - - - + - ,
Aktl aa 178-480 - - - - - + -
Aktl aa 200-480 - - - - - - +

<+ Aktl

Blot: a-Akt
<+— Aktl aa 130-480

< Aktl aa 147-480
<+— Aktl aa 155-480

A < Aktl aa 178-480
<+ Aktl aa 200-480
Blot: a-Xafl <+ Xafl
<+ Aktl
B Blot: a-Akt

<+ Aktl aa 130-480

<+ Aktl aa 147-480
<— Aktl aa 155-480

oy |« Aktl aa 178-480
| < Akt aa 200-480

Abbildung 12: Die Aminosduren 178 bis 200 von Akt1 sind fiir die Interaktion von Xafl
in HEK-293-Zellen verantwortlich. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3
beschrieben. Die in der Tabelle angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient
tiberexprimiert. (A) Die Proteine wurden mit a-VSV-Antikorpern immunprézipitiert. Die
Detektion der Proteine erfolgte mit a-Akt-Antikdrpern beziehungsweise a-Xaf1-Antikorpern.
(B) Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit a-Akt-Antikorpern. Abkiirzungen: o. = Anti;
aa = Aminosiuren; HEK = human embryonic kidney; VSV = Vesicular stomatitis virus; Xaf
= XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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4.3.3. Identifikation des XIAP-interagierenden Xaf1-Abschnittes

Die Interaktion von Xafl mit XIAP ist schon ldnger bekanntm, der dafiir verantwortliche
Abschnitt von Xafl wurde allerdings bisher nicht ndher eingegrenzt. Mit einem GST-pull-
down assay sollte dies begonnen werden. Verwendet wurde dazu ein GST-Fusionsprotein mit
den Aminosduren 151-301 von Xafl, das mit dem Gesamtzelllysat von HEK-293-Zellen
vermischt wurde, die MYC-markiertes XIAP exprimieren. Als Kontrolle fungierte ein GST-
Fusionsprotein mit Grb2, einem nicht XIAP-interagierenden Protein. Das Ergebnis eines
solchen Versuches zeigt Abbildung 13. Die Negativkontrolle mit Grb2 zeigte keine Bindung,
die Aminosduren 151-301 von Xaf1 hingegen interagierten. Der Interaktionsbereich von Xaf1
und XIAP liegt also zwischen den Aminoséduren 151 und 301 von Xafl.

Als nichster Schritt wurden Expressionskonstrukte mit den Aminoséduren 1 bis 200 und 1 bis
250 von Xafl eingesetzt und durch Co-Immunoprizipitation mit MYC-markiertem XIAP
analysiert. Abbildung 14 zeigt die Untersuchung im Westernblot: Die Expression von XIAP
war in den Zellen, die das gesamte Xafl-Protein beziehungsweise die Aminosduren 1 bis 250
von Xafl coexprimierten, nur relativ gering. Trotzdem gelang die Co-Immunprizipitation in
allen drei Zelllysaten. Der interagierende Bereich muss folglich zwischen den Aminosiduren
150 und 200 von Xafl1 liegen.

Zur genaueren Definition dieses bindenden Bereiches wurden zwei Konstrukte mit
carboxyterminalen Abschnitten von Xafl hergestellt. Sie enthielten die Aminosiduren 166 bis
301 beziehungsweise 182 bis 301. Auch hier erfolgte eine Analyse der Co-Immunprézipitate
mit MYC-markiertem XIAP durch Westernblot. Das Ergebnis einer solchen Analyse zeigt
Abbildung 15. Hier zeigte sich eine Bindung der Aminosduren 166 bis 301 von Xafl, die
Aminosduren 182 bis 301 banden nicht. Durch dieses Experiment konnte der
Interaktionsbereich auf die Aminoséduren 166 bis 182 von Xaf1 eingegrenzt werden.

Um ihn noch genauer zu definieren, wurde ein Xafl-Expressionskonstrukt ohne die
Aminosduren 179 bis 181 hergestellt und durch Co-Immunoprizipitation mit MYC-
markiertem XIAP auf Bindung getestet. Die Untersuchung der Prizipitate im Westernblot
zeigt Abbildung 16. Hier bindet das Gesamt-Xafl als Positivkontrolle, nicht aber die
Deletionsmutante ohne die Aminosduren 179 bis 181. Der leichte Rest einer Bande in der Co-
Immunoprizipitation von Aktl mit Xafl A aa 179-181 kann wahrscheinlich durch
unspezifische Bindungskrifte erkldrt werden. Er ist im Vergleich zur Bande des

Gesamtproteins sehr viel schwicher, obwohl das Gesamtzellysat zeigt, dass beide
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Proteinvarianten etwa gleich stark exprimiert wurden. Warum das Xaf1-Expressionskonstrukt
ohne die drei Aminosduren im Gel langsamer lauft, ist dabei unklar.
Die drei Aminosduren 179 bis 181 sind folglich fiir die Interaktion von Xafl mit XIAP

verantwortlich.

Es konnten also die Interaktionsbereiche zwischen Aktl und Xafl, zwischen Xafl und Aktl
und zwischen XIAP und Xafl identifiziert werden. AnschlieBend wurden Deletionsmutanten
ohne die interagierenden Bereiche hergestellt. Um mit diesen Effekte der Interaktion
zwischen den Proteinen weiter untersuchen zu konnen, wurden anschlieBend Zelllinien mit
den Proteinen stabil transfiziert. Stabile transfizierte Zellen wurden deshalb verwendet, weil
sie  im  Gegensatz zu transienten transfizierten Zellen deutlich  geringere
Proteinkonzentrationen exprimieren und dadurch einem physiologischen Zustand niher

kommen.

Pull-down mit GST-Grb2 Pull-down mit GST-Xaf1
aa 151-301

XIAP-MYC + +

Blot: a-MYC - «— XIAP

Abbildung 13: XIAP-MYC interagiert im GST-pull-down assay mit GST-Xaf1l aa 151-
301. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 6 beschrieben. XIAP-MYC wurde in HEK-
293-Zellen transient tiberexprimiert. GST-Grb2 und GST-Xaf1 aa 151-301 wurden in
Escherichia coli BL21 hergestellt. Nach einem pull-down assay mit Sepharose-gebundenem
Glutathion wurde XIAP-MYC im Westernblot mit a-MYC-Antikorpern detektiert.
Abkiirzungen: o= Anti; aa = Aminosauren; Grb = Growth factor receptor-bound protein; GST
= Glutathion-S-Transferase; HEK = human embryonic kidney; MYC = myelocytomatosis
viral oncogene homolog; XIAP = X-linked inhibitor of apoptosis.
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XIAP-MYC + + +
Xafl + - -
Xafl aa 1-200 - + -
Xaf1 aa 1-250 - - +
p <« Xafl
A Blot: a-Xafl m <= Xaf 1 aa 1-250
- e
<« Xaf 1 aa 1-200

B Blot: a-MYC <« XIAP

Abbildung 14: XTIAP-MYC interagiert in HEK-293-Zellen mit Xafl aa 1-200 und Xaf1
aa 1-250. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle
angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient tiberexprimiert. (A) Die Proteine
wurden mit a-MY C-Antikorpern immunprazipitiert. Xaf1, Xafl aa 1-200 und Xaf1 aa 1-250
wurden im Westernblot mit a-Xaf1-Antikorpern detektiert. (B) Gesamtzelllysate, Detektion
der Proteine mit a-MY C-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; HEK =
human embryonic kidney; MYC = myelocytomatosis viral oncogene homolog; Xaf = XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor, XIAP = X-linked inhibitor of apoptosis.
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XIAP-MYC + +
Xafl aa 166-301 + -
Xafl aa 182-301 - +
Xafl aa 166-301
A  Blot: a-Xafl - = Xafl aa 182-301
B Xafl aa 166-301
af1 aa 166-
Blot: a-Xafl “ = Xafl aa 182-301

Abbildung 15: XTIAP-MYC interagiert in HEK-293-Zellen mit Xafl aa 166-301, nicht
aber mit Xafl aa 182-301. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in
der Tabelle angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A)
Die Proteine wurden mit a-MY C-Antikérpern immunprézipitiert. Xafl, Xaf1 aa 166-301 und
Xafl aa 182-301 wurden im Westernblot mit a-Xaf1-Antikorpern detektiert. (B)
Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit a-MYC- beziehungsweise a-Xaf1-Antikorpern .
Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; HEK = human embryonic kidney; MYC =
myelocytomatosis viral oncogene homolog; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-
associated factor, XIAP = X-linked inhibitor of apoptosis.

XIAP-MYC - + - +
Xafl + + - -
Xafl Aaa 179-181 - - + +

<« Xafl Aaa 179-181

A Blot: a-Xafl <« Xafl

<_Xafl Aaa 179-181
<+ Xafl

B Blot: a-Xafl

Abbildung 16: Die Aminosiuren 179 bis 181 von Xaf1 sind fiir die Interaktion mit XIAP
verantwortlich. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die in der Tabelle
angegebenen Proteine wurden in HEK-293-Zellen transient iiberexprimiert. (A) Die Proteine
wurden mit a-MY C-Antikorpern immunprizipitiert. Xaf1 wurde im Westernblot mit a-Xaf1-
Antikorpern detektiert. (B) Gesamtzelllysate, Detektion der Proteine mit a-Xaf1-Antikorpern.
Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; A = Deletion von Aminosiduren; HEK = human
embryonic kidney; MYC = myelocytomatosis viral oncogene homolog; Xaf = XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis)-associated factor; XIAP = X-linked inhibitor of apoptosis.



84

4.4. Stabil transfizierte Zelllinien

Um den spezifischen Einfluss der Proteininteraktion auf zelluldre Vorginge untersuchen zu
konnen, wurden stabil transfizierte Zelllinien hergestellt: Diese exprimierten entweder das
gesamte Protein Xafl oder aber Deletionsmutanten ohne den Aktl- beziehungsweise XIAP-
interagierenden Bereich. Das Vorgehen erfolgte wie unter 3.9.3.2 beschrieben. Die
Expression so transfizierter C,Cj,-Zellen zeigt Abbildung 17; Abbildung 19 zeigt ebenso
transfizierte HeLLa-Zellen. Die Unterschiede in der Blotqualitdt konnen durch verschieden alte
Blotlosungen erklirt werden und wurden in dieser Arbeitsgruppe schon 6fter beobachtet.
Nach den Untersuchungen der Expression der jeweiligen transfizierten Proteine wurden
Zelllinien mit hoher Expression weiter expandiert, um damit Experimente durchzufiihren
(siehe unten). Anschlieend wurden die Zellen abermals auf die Expression der Proteine hin
untersucht. Das Ergebnis einer solchen Analyse der Xafl-Expression in C,Cj,-Zellen ist in
Abbildung 18 dargestellt. Hier zeigte sich, dass von sieben untersuchten Zelllinien alle auBBer
zweien die Uberexpression von Xafl im Verlauf der Expansion verloren haben. Diese
Beobachtung konnte als weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dass Xaf1-Uberexpression
einen Selektionsnachteil darstellt.

Interessanterweise tauchen in den Zelllinien ohne Xafl-Uberexpression im Westernblot zwei
zusitzliche Banden auf, die in den Linien mit Xafl nicht vorhanden sind. Die erste Bande
ldauft im Bereich von etwa 50 kDa, die zweite im Bereich von etwa 35 KDa. Beide konnten

durch Xaf1-dhnliche Proteine entstehen, deren Expression durch Xaf1 unterdriickt wird.
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Xafl

|« Xafl-
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Xafl
aa 1-289-
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Abbildung 17: Stabile Expression von Xafl, Xaf1-VSV und Xafl aa 1-289-VSV in
C,Cy2-Zellen. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. A zeigt Xafl
transfizierte Zellen, B Xaf1-VSV transfizierte Zellen und C zeigt Xafl aa 1-289-VSV
transfizierte Zellen. Aufgetragen wurden jeweils die Gesamtzellysate, die Detektion erfolgte
mit a-Xaf1l-Antikorpern. Abkiirzungen: oo = Anti; aa = Aminosduren; VSV = Vesicular
stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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Abbildung 18: Die Expression von Xafl in C,C;,-Zellen ist wiihrend der Expansion
wenig stabil. Nach der Untersuchung auf die Expression von Xaf1 in stabil transfizierten
C,Cjp-Zellen (vgl. Abbildung 17) wurden Xafl-exprimierende Zelllinien auf einer 10 cm-
Schale weiter expandiert, um damit weitere Experimente durchzufiihren (vgl. Abbildungen 20
und 21). Anschlieend wurden die Zellen abermals auf die Expression von Xaf1 hin
untersucht. Das Ergebnis einer solchen Analyse ist hier gezeigt.Vorgegangen wurde dabei wie
bei Abbildung 3 beschrieben. Nach der Lyse der Zellen wurde die Proteinkonzentration
bestimmt und jeweils gleiche Mengen des Gesamtzelllysates auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit o-Xaf1-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; kDa =
Kilodalton; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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Xafl

<— Xafl aa 1-289

s

Xafl A aa 179-18

Abbildung 19: Stabile Expression von Xafl, Xafl aa 1-289 und Xafl A aa 179-181 in
HeLa-Zellen. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. A zeigt Xafl
transfizierte Zellen, B Xaf1 aa 1-289 transfizierte Zellen. C zeigt Xafl A aa 179-181
transfizierte Zellen. Aufgetragen wurden jeweils die Gesamtzellysate, die Detektion erfolgte
mit o-Xaf1-Antikorpern. Abkiirzungen: o = Anti; aa = Aminosduren; VSV = Vesicular
stomatitis virus; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.

4.5. EinfluB von Xaf1 auf die Akt-Phosphorylierung

Nachdem die Bindung von Aktl und Xafl gezeigt wurde (vgl. 4.1), stellte sich die Frage, ob
diese Interaktion einen Einflu} auf die Aktivitdt der beiden Proteine hat. Zuerst wurde der
EinfluB von Xafl auf die Phosphorylierung der Akt-Kinase -und damit auf deren Aktivitit- im
Westernblot untersucht. Verwendet wurden dazu Antikorper, die spezifisch phosphorylierte
Aminosauren detektieren konnten. Um die Akt-Kinase zu aktivieren, wurden die Zellen zehn
Minuten vor der Ernte mit ansteigenden Insulin-Konzentrationen stimuliert.

Ein solcher Versuch mit C,Cj,-Zellen ist in Abbildung 20 dargestellt. Verwendet wurden
stabil transfizierte Zellen, deren Xaf1-Expression zuvor untersucht worden war (vgl. 4.4 und
Abbildungen 17 und 18). Um die unphysiologischen Effekte von starker Protein-
Uberexpression zu minimieren, wurden Zelllinien mit nur geringer Xafl-Uberexpression
ausgewihlt. Detektiert wurde jeweils die Phosphorylierung von Threonin 308 in Aktl, die als

Anzeiger fiir Akt-Aktivitit gilt. Teil A zeigt nicht-transfizierte Zellen; Teil B zeigt eine Linie,
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die iiberexprimiertes Xafl wieder verloren hatte und Teil C eine Linie, die wenig Xafl
exprimierte.

In den in A und B gezeigten Linien ist eine Insulindosis-abhidngige Zunahme der Akt-
Phosphorylierung erkennbar. In der Linie mit wenig Xafl-Expression (C) wird Aktl-Threonin
308 bereits ohne Stimulation mit Insulin phosphoryliert. Selbst unter maximaler Insulin-Dosis
ist eine weitere Steigerung nicht mehr moglich.

Schon eine geringe Expression von Xaf1 fiihrt also zu einer maximalen Phosphorylierung von
Aktl-Threonin 308 unabhéngig von einer Stimulation durch Insulin.

In einem weiteren Versuch wurden mit Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorpern andere
Proteine untersucht, deren Phosphorylierungsstatus durch Insulin-Stimulation beeinflusst
wird. Da die Antikorper weder spezifisch fiir eine bestimmte Position von Tyrosin noch fiir
das Vorkommen in einem bestimmten Protein sind, konnten in einem Western-Blot alle
prominent Tyrosin-phosphorylierten Proteine dargestellt werden.

Ergebnisse eines solchen Versuches sind in Abbildung 21 dargestellt: Verwendet wurden die
stabil transfizierten C,Cj,-Zellen, deren Akt-Phosphorylierung zuvor untersucht worden war
((wie auf den Abbildungen 17 und 19 dargestellt ). Teil A zeigt nicht-transfizierte Zellen; Teil
B zeigt eine Linie, die iiberexprimiertes Xafl wieder verloren hat und Teil C eine Linie, die
wenig Xafl exprimiert. Die Zellen wurden zehn Minuten vor der Ernte mit ansteigenden
Insulin-Konzentrationen stimuliert.

In den in A und B gezeigten Linien ist eine Insulin-Dosis-abhingige Zunahme der
Phosphorylierung eines Proteins, das aufgrund seiner Laufposition im Gel IRS 1 sein diirfte,
sichtbar. In geringem MaBe scheint auch ein Protein, das vermutlich der B-Untereinheit des
Insulinrezeptors entspricht, phosphoryliert zu sein. Eine Zunahme der Phosphorylierung nach
Insulin-Stimulation ist nicht sichtbar. Ein Protein bei ca. 120 kDa ist sehr stark phosphoryliert
und konnte die Tyrosinkinase Fak darstellen, die in C,Ci,-Zellen Kkonstitutiv stark
phosphoryliert ist. In der Linie mit wenig Xaf1-Expression (C) ist sowohl IRS 1 als auch die
B-Untereinheit des Insulinrezeptors bereits ohne Insulin-Stimulation deutlich phosphoryliert.
Die Phosphorylierung scheint bei beiden Proteinen schon ohne Insulin so stark zu sein, wie
sie in den nicht Xafl-exprimierenden Linien erst nach maximaler Insulin-Stimulation wird.
Das Phosphorylierungsniveau beider Proteine kann durch Insulin noch weiter gesteigert
werden. Die Fak-Phosphorylierung ist im Vergleich zu den beiden Zelllinien ohne Xafl-
Expression deutlich reduziert. Hier zeigt sich auch nach Insulin-Stimulation keine Anderung.
Die beiden in der Signaltransduktion Aktl vorgelagerten Regulatoren Insulinrezeptor und IRS

1 werden also ebenfalls Insulin-unabhingig nach Xafl-Uberexpression aktiviert. Ihre
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Phosphorylierung kann -im Gegensatz zu der von Aktl- durch Insulin-Stimulation noch
weiter gesteigert werden. In den Xafl-exprimierenden Zellen ist die Fak-Phosphorylierung
verringert.

Die Uberexpression von Xafl fiihrt also zu einer konstitutiven Phosphorylierung von
Threonin 308 in Aktl und Tyrosin in weiteren Proteinen. Diese anderen Proteine konnten
IRS-1, Fak und der B-Untereinheit des Insulinrezeptors entsprechen. Xaf1 beeinflusst folglich
die Expression des Insulinrezeptors und seine Phosphorylierung, und damit die

Phosphorylierung und Aktivierung von IRS-1 und Akt1.

Insulin (nM) 0 0,3 1 3 10

A Blot: a—‘Phospho— <« Aktl
Threonin 308

¥

© O - Aktl
g Blot: a-Phospho Y . . -«
Threonin 308

C Blot: a-Phospho- <« Aktl
Threonin 308

Abbildung 20: Xaf1-Uberexpression verstirkt die Phosphorylierung von Akt1-Threonin
308 in C,Cy2-Zellen. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 3 beschrieben. Die Zellen
wurden vor der Ernte fiir zehn Minuten mit Insulin in der angegebenen Konzentration
stimuliert. Nach der Lyse der Zellen wurde die Proteinkonzentration bestimmt und jeweils
gleiche Proteinmengen auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. A zeigt nicht transfizierte
C,Cip-Zellen, B zeigt die Xaf1-Zelllinie 4 (vgl. Abbildung 18), in der die Xaf 1-Expression
wieder verloren gegangen ist und C die Xafl-Zelllinie 1 (vgl. Abbildung 18), die wenig Xaf1
exprimiert. Die Detektion erfolgte mit a-Phospho-Threonin 308-Antikorpern. Abkiirzungen: o
= Anti; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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Abbildung 21: Xaf1-Uberexpression verursacht Anderungen in der
Tyrosinphosphorylierung insulinstimulierter C,C;,-Zellen. Das Vorgehen erfolgte wie bei
Abbildung 3 beschrieben. Die Zellen wurden vor der Ernte fiir zehn Minuten mit Insulin in
der angegebenen Konzentration stimuliert. Nach der Lyse der Zellen wurde die
Proteinkonzentration bestimmt und jeweils gleiche Proteinmengen auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen. A zeigt nicht transfizierte C,C,,-Zellen, B zeigt die Xaf1-Zelllinie 4 (vgl.
Abbildung 18, in der die Xaf 1-Expression wieder verloren gegangen ist) und C zeigt die
Xafl-Zelllinie 1 (vgl. Abbildung 18), die wenig Xafl exprimiert. Die Detektion erfolgte mit
a-Phospho-Tyrosin-Antikorpern. Abkiirzungen: a = Anti; Fak = focal adhesion kinase; kDa =
Kilodalton; IRS = insulin receptor substrate; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-

associated factor.
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4.6. Intrazellulire Lokalisation

In einer weiteren Versuchsreihe sollte nun untersucht werden, ob die Uberexpression der
untersuchten Proteine alleine oder in Kombination zu einer Anderung ihrer intrazelluliren
Lokalisation und damit eventuell auch zu einer Anderung ihrer Funktion fiihrt. Dazu wurden
die jeweiligen Proteine in C,Ci,-Zellen transient iiberexprimiert und dann, nach Aufarbeitung
der Proben, mit entsprechenden Antikorpern in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie detektiert
(vgl. 3.11). Gezeigt ist hier jeweils ein fiir die Proteinverteilung reprisentativer Ausschnitt aus
mehreren Experimenten. In allen Experimenten wurde nur ein kleiner Teil der Zellen
transfiziert. Diese Zellen waren jeweils von untransfizierten Zellen umgeben, die aber in den
Abbildungen nur selten sichtbar sind, da sich in ihnen die Antikorper zur Detektion kaum
anlagerten und Ausschnitte mit wenig untransfizierten Zellen gewéhlt wurden.

Um spiter eine Anderung der Lokalisation feststellen zu konnen, wurden die beteiligten
Proteine zunichst alleine untersucht. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse eines Versuches mit
Xafl: Im Fusionsbild (C) aus der Detektion von Xafl (A) und der Kernfirbung mit TO-PRO
3 (B) ist eine Ablagerung von Xafl in Aggregaten um den Zellkern herum sichtbar. Das
ibrige Zytoplasma ist hier nahezu vollstindig frei von Xafl. Auch im Nukleus befindet sich
fast kein Xafl. Die beiden Rot-Signale, die sich iiber den Zellkern projizieren, entstehen
vermutlich durch zufillige Uberlagerung, da die Aufnahme sehr nahe am oberen Rand des
Nukleus angefertigt wurde.

Ein dhnliches Experiment mit XIAP-MYC ist in Abbildung 23 dargestellt: Auch hier zeigt (C)
ein Fusionsbild. Dieses wurde aus der Detektion von MYC (A) und der Kernfarbung mit TO-
PRO 3 (B) erzeugt. Darauf lédsst sich die Lokalisation von XIAP-MYC in Aggregaten im
gesamten Zytoplasma erkennen. Im Zellkern kommt kein XIAP-MYC zur Darstellung. Die
beiden Griin-Signale im Bereich des Nukleus sind vermutlich wieder auf Uberlagerung
zuriickzufiihren.

Um Anderungen im Verteilungsmuster erkennen zu konnen, wurde dieses bei gleichzeitiger
Uberexpression beider Proteine analysiert. Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse eines solchen
Experimentes, bei dem sowohl Xafl als auch MY C-markiertes XIAP transient iiberexprimiert
wurden. Das Fusionsbild (C) wurde aus der Detektion von Xafl (A) und MYC (B) erzeugt.
Wenn die beiden Proteine co-lokalisiert sind, stellen sie sich in der Uberlagerung gelb dar. In
diesem Versuch verlagerten sich die Proteine gemeinsam in spiralformige Aggregate im
Zytoplasma, die keinem bekannten Zellorganell zugeordnet werden kdnnen, und in Aggregate

im Bereich des Nukleus. Die Interaktion von Xafl mit XIAP-MYC fiihrt also zu einer
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Anderung der intrazelluliren Lokalisation beider Partner: Xafl wird teilweise aus Aggregaten
um den Zellkern herum in spiralformige Formationen im Zytoplasma verlagert. Hier ist es
gemeinsam mit XIAP-MYC nachweisbar. Dieses wiederum verschiebt sich aus
Ablagerungen, die im gesamten Zytoplasma verteilt sind, in die spiralférmigen Aggregate im
Zytoplasma und um den Nukleus.

Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse eines dhnlichen Experimentes, bei dem Xafl und MYC-
markiertes Aktl gemeinsam transient tiberexprimiert wurden. Das Fusionsbild (C) ist durch
Uberlagerung der Darstellungen von Xafl (A) und MYC (B) entstanden. Co-lokalisierte
Proteine stellen sich wieder gelb dar. In diesem Versuch wird Xafl gleichmifig in das
gesamte Zytoplasma verlagert. Auch die Interaktion von Xafl mit AktlI-MYC fiihrt folglich
zu einer Verdnderung der Lokalisation von Xafl. Dieses lagert sich nicht in Aggregaten um
den Zellkern herum und kommt nun gemeinsam mit Aktl im gesamten Zytoplasma vor.

In C,Cp-Zellen lagert sich alleine iiberexprimiertes Xafl um den Zellkern herum an.
Uberexprimiertes XIAP kommt in Aggregaten im Zytoplasma vor. Bei Uberexpression beider
Proteine finden sich spiralférmige Aggregate im Zytoplasma und Aggregate um den Zellkern.
Die Uberexpression von Aktl mit Xafl fiihrt zu einer Verteilung von Xafl im gesamten

Zytoplasma.

A: o-Xaf 1 B: TO-PRO 3 C: Fusionierte Bilder

Abbildung 22: I"Jberexprimiertes Xafl ist in C,Cz-Zellen um den Zellkern lokalisiert.
Xafl wurde in C,C,-Zellen transient iiberexprimiert. Die Zellen wurden mit Methanol fixiert,
nach Bindung der angegebenen Antikorper erfolgte die Aufnahme der Bilder mit dem
Confocal laser scanning Mikroskop. (A) Xafl wurde mit a-Xaf1-Antikorpern als primidrem
Antikorper und Rabbit IgG Alexa 588 (rot) als sekunddrem Antikorper detektiert. (B) Durch
Farbung mit TO-PRO 3 wurde Doppelstrang-DNA im Zellkern sichtbar gemacht. (C)
Fusionsbild, das durch Uberlagerung von A und B erzeugt wurde. Abkiirzungen: o = Anti;
IgG = Immunglobulin G; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.
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A: o-MYC B: TO-PRO 3 C: Fusionierte Bilder

Abbildung 23: In C,Cy;-Zellen ist iiberexprimiertes XIAP-MYC in Aggregaten im
Zytoplasma lokalisiert. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 22 beschrieben. MYC-
markiertes XIAP wurde in C,Cj,-Zellen transient iiberexprimiert. (A) XIAP-MYC wurde mit
a-MYC-Antikorpern als primarem Antikorper und Mouse IgG Alexa 546 (griin) als
sekunddrem Antikorper detektiert. (B) Durch Farbung mit TO-PRO 3 wurde Doppelstrang-
DNA im Zellkern sichtbar gemacht. (C) Fusionsbild, das durch Uberlagerung von A und B
erzeugt wurde. Abkiirzungen: o. = Anti; IgG = Immunglobulin G; MYC = myelocytomatosis
viral oncogene homolog; XIAP = X-linked inhibitor of apoptosis.

A: o-Xaf 1 B: a-MYC C: Fusionierte Bilder

Abbildung 24: Gemeinsame ﬁberexpression von Xafl und XIAP-MYC in C,C;2-Zellen
fiihrt zu einer Verlagerung beider Proteine in spiralformige Aggregate im Zytoplasma
und in Aggregate um den Zellkern. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 22
beschrieben. Xafl und MYC-markiertes XIAP wurde in C,C,-Zellen transient
iberexprimiert. (A) Xafl wurde mit a-Xaf1-Antikorpern als primdrem Antikorper und Rabbit
IgG Alexa 546 (griin) als sekundidrem Antikorper detektiert. (B) XIAP-MYC wurde mit o-
MY C-Antikorpern als primdrem Antikdrper und Mouse IgG Alexa 588 (rot) als sekunddrem
Antikorper detektiert. (C) Fusionsbild, das durch Uberlagerung von A und B entstand.
Abkiirzungen: a. = Anti; IgG = Immunglobulin G; MYC = myelocytomatosis viral oncogene
homolog; Xaf = XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor; XIAP = X-linked
inhibitor of apoptosis.
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A: o-Xaf 1 B: o-MYC C: Fusionierte Bilder

Abbildung 25: Gemeinsame ﬁberexpression von Xafl und Akt1-MYC in C,Cy2-Zellen
fiihrt zu einer Verschiebung von Xaf1 ins gesamte Zytoplasma durch
Zusammenlagerung mit Aktl. Das Vorgehen erfolgte wie bei Abbildung 22 beschrieben.
Xafl und MYC-markiertes Aktl wurde in C,Cj,-Zellen transient iiberexprimiert. (A) Xafl
wurde mit a-Xafl-Antikorper als primdrem Antikorper und Rabbit IgG Alexa 546 (griin) als
sekundidrem Antikorper detektiert. (B) Akt1-MYC wurde mit a-MY C-Antikorper als
primdrem Antikorper und Mouse IgG Alexa 588 (rot) als sekunddrem Antikorper detektiert.
(C) Fusionsbild, das durch Uberlagerung von A und B gewonnen wurde. Abkiirzungen: o. =
Anti; IgG = Immunglobulin G; MYC = myelocytomatosis viral oncogene homolog; Xaf =
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.

4.7.  EinfluB auf die Apoptose

Da sowohl Aktl als auch Xafl eine wichtige Rolle bei der Apoptose spielen (vgl. 2.3.4.2 und
2.4.4), sollten in dieser Arbeit auch Effekte auf den programmierten Zelltod untersucht
werden. Zundchst wurden dazu verschiede Zelllinien und mehrere Apoptose-Induktoren auf
ihre Eignung fiir weitere Experimente getestet (Daten nicht gezeigt). Am praktikabelsten
erwies sich dabei die Kombination von HelLa-Zellen mit Staurosporin-Behandlung. Diese
wurde deshalb fiir die weiteren Versuche verwendet.

Um den Einfluss der Aktl - Xaf1-Interaktion auf die Apoptose zu untersuchen, wurden native
und stabil mit Xafl, Xafl aa 1-289 transfizierte HeLLa-Zellen ausgesit (vgl.4.4). Xafl aa 1-
289 kann dabei nicht mehr mit Aktl interagieren. Von jeder Zelllinie wurden fiir jede
Staurosporine-Konzentration sechs Népfe verwendet. Nach dem Anwachsen iiber Nacht
waren die Zellen noch nicht konfluent. Sie wurden dann fiir 22 Stunden mit ansteigenden
Staurosporine-Konzentrationen behandelt. Danach wurden die Zellzahlen mit einem WST-1-

Assay ermittelt. Mit der unter 3.12 angegebenen Formel konnten sie in prozentuale Angaben
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umgerechnet werden. Dann wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet.
Die P-Werte wurden mit einem ANOVA mit anschlieBendem Student-Newman-Keuls-
Mehrfachvergleichstest errechnet. Sie sind in Tabelle 6 einzeln aufgefiihrt. Als signifikant
verschieden wurden Werte von P < 0,05 interpretiert.

Abbildung 26 und die dazugehorige Tabelle 6 zeigen Ergebnisse eines solchen Versuches. In
allen Zelllinien konnte dosisabhingig Apoptose ausgelost werden. Xafl-iiberexprimierende
Zellen starben dabei deutlich schneller als die nativen Zellen. Dieser Effekt war in den Zellen
mit Xafl ohne den Aktl-interagierenden Anteil teilweise aufgehoben. Die Interaktion
zwischen den beiden Proteinen verstédrkt in HeLLa-Zellen Apoptose.

Allerdings konnten nicht bei allen Staurosporine-Konzentrationen signifikante Unterschiede
erreicht werden. Bei 25 nM Staurosporine zeigt sich bei Xafl aa 1-289 Linie 1 lediglich ein
Trend, die iibrigen Ergebnisse sind signifikant. Bei 50 nM sind alle Unterschiede signifikant.
Bei den hoheren Staurosporine-Konzentrationen iiberleben weniger als 20 % der Zellen.
Deswegen ist hier eine Auswertung und Interpretation der Daten nicht mehr sinnvoll.

Die Uberexpression von Xafl verstirkt also die Apoptose. Dieser Effekt ist bei Verwendung

eines Proteinteiles ohne den Akt-interagierenden Bereich verringert.
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Abbildung 26: Aufgehobene Interaktion von Xafl mit Aktl verringert die Xaf1-
vermittelte Apoptose-Verstirkung in HeLa-Zellen. Native und stabil mit Xaf1, Xafl aa 1-
289 transfizierte HeLLa-Zellen wurden fiir 22 Stunden mit den angegebenen Staurosporine-
Konzentrationen behandelt. AnschlieBend wurden mit einem WST-1-Assay die Zellzahlen
ermittelt. Mit der unter 3.12 angegebenen Formel konnten sie dann in prozentuale Angaben
umgerechnet werden. Die hier angegebenen Werte sind jeweils der Mittelwert aus sechs
verschiedenen Messungen. Die P-Werte wurden mit einem ANOV A mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls- Mehrfachvergleichstest errechnet. Sie sind in Tabelle 6 einzeln
aufgefiihrt. Als signifikant verschieden wurden Werte von P < 0,05 interpretiert.
Abkiirzungen: aa = Aminosauren; ANOVA = analysis of variance; nM = Nanomol; Xaf =
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)-associated factor.

A = nicht signifikant verschieden von Nicht-transfiziert (P > 0,05);

B = signifikant verschieden von Nicht-transfiziert (P<0,001);

C = signifikant verschieden von Nicht-transfiziert (P<0,05);

D = nicht signifikant verschieden von Xaf1 Linie 1 (P > 0,05);

E = signifikant verschieden von Xafl Linie 1 (P<0,001);

F = nicht signifikant verschieden von Xafl aa 1-289 Linie 1 (P > 0,05);

G = signifikant verschieden von Xafl aa 1-289 Linie 1 (P<0,001)
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Tabelle 6: P-Werte des Versuches, der in Abbildung 24 dargestellt ist. (Einzelheiten siche
Text). Errechnet wurden diese Werte mittels eines ANOVA mit anschlieBendem Student-
Newman-Keuls-Mehrfachvergleichstest. Als signifikant verschieden wurden Werte von P <
0,05 interpretiert.

Staurosporine Vergleich der Zelllinien P-Wert
Konzentration

0 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 1 P>0,5

0 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 2 P>0,5

0 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P>0,5

0 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P>0,5

0 nM Xafl Linie 1 vs Xafl Linie 2 P>0,5

0 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P>0,5

0 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P>0,5

0 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P>0,5

0 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P>0,5

0 nM Xafl aa 1-289 Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P>0,5
25 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 1 P < 0,001
25 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 2 P < 0,001
25 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P < 0,001
25 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,05
25 nM Xafl Linie 1 vs Xafl Linie 2 P> 0,05
25 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P> 0,05
25 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
25 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P <0,05
25 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
25 nM Xafl aa 1-289 Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
50 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 1 P < 0,001
50 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 2 P < 0,001
50 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P < 0,001
50 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
50 nM Xafl Linie 1 vs Xafl Linie 2 P> 0,05
50 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P < 0,001
50 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,01
50 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P < 0,001
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50 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
50 nM Xafl aa 1-289 Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P> 0,05
100 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 1 P < 0,01
100 nM Nicht-transfiziert vs Xafl Linie 2 P < 0,001
100 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P < 0,001
100 nM Nicht-transfiziert vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P < 0,001
100 nM Xafl Linie 1 vs Xafl Linie 2 P < 0,05
100 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P> 0,05
100 nM Xafl Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P <0,05
100 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 1 P> 0,05
100 nM Xafl Linie 2 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P> 0,05
100 nM Xafl aa 1-289 Linie 1 vs Xafl aa 1-289 Linie 2 P> 0,05
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5. Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die Interaktion zwischen Xafl und Akt zu bestdtigen und Effekte
dieser Interaktion zu untersuchen. Dadurch sollten Hinweise auf die Bedeutung fiir

physiologische und pathologische Stoffwechselwege erlangt werden.

5.1. Interaktion von Xafl mit Akt

Die durch Yeast-two-hybrid-screening neu gefundene Interaktion von Xafl mit Akt wurde in
humanen Zellen iiberpriift. Dies erschien notwendig, da Interaktionen in Hefe oft nicht auf
Proteinebene in Eukaryonten iibertragen werden konnen.

In dieser Arbeit konnte die Interaktion fiir Aktl und Akt2 nachgewiesen werden, nicht jedoch
fiir Akt3. Dieser Befund konnte ein weiterer Hinweis auf Unterschiede in der Funktion der
drei Akt-Isoformen sein. Im néchsten Schritt wurde die Interaktion von Akt mit Xafl und drei
weiteren Akt-interagierenden Proteinen untersucht. Dabei war Xaf1 das deutlich starkste Akt-
interagierende Protein. Der Nachweis der Akt-Xafl-Interaktion in Hefen gemeinsam mit der
starken, Isoform-spezifischen Interaktion in humanen Zellen lédsst eine Interaktion auch in
vivo wahrscheinlich erscheinen.

Bei der Untersuchung der Expression von Xafl in verschiedenen Zelllinien wurde das Protein
nur in zwei von neun Linien nachgewiesen, in NIH 3T3 und BHK. Bei NIH 3T3 handelt es
sich um eine relativ wenig transformierte Zelllinie, wihrend die iibrigen untersuchten starker
transformiert sind. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Erkenntnis anderer, dass in
Tumorzellen Xafl nicht oder nur wenig exprimiert wird”>'”*. BHK-Zellen hingegen sind
starker transformiert (geringe Kontaktinhibition), exprimieren aber trotzdem Xafl. Dies
widerspricht der Theorie einer mit stiarkerer Transformation abnehmenden Xaf1-Expression.
Moglicherweise ist in dieser Zelllinie ein bisher noch nicht bekannter anti-apoptotischer

Mechanismus aktiviert, welcher Effekte der Xaf1-Expression ausgleichen kann.
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5.2. Interaktionsbereiche der Proteine

5.2.1. Der Akt-interagierende Xafl-Bereich

Als Aktl-interagierender Abschnitt von Xafl wurden in dieser Arbeit die carboxyterminalen
zwolf Aminosduren der Isoform 1 von Xaf1 identifiziert (Aminosauren 289 bis 301).
Interessanterweise ist dieser Abschnitt in den humanen Xafl Isoformen 3, 4 und 5 nicht
enthalten®. Uber die Funktion und Expression der meisten Isoformen ist bisher nichts bekannt.
Allerdings wird ein veriindertes Expressionsmuster in Tumoren diskutiert'”>*'. Die meisten
Untersuchungen widmeten sich dabei jedoch der Analyse von Isoform 2¥** in der ja der
Aktl-interagierende Abschnitt enthalten ist. Es ist also weitere Forschung notwendig, um
eventuell vorhandene Verdnderungen in der Expression von nicht-Akt-interagierenden
Isoformen zu detektieren.

Der Vergleich der humanen Xaf1-Isoform 1 mit Xafl von Rind* und Maus’ zeigt, dass der
Aktl-interagierende Abschnitt im bovinen Xafl mit Ausnahme der letzten vier Aminosiduren
identisch ist. In der Maus sind lediglich vier von zwolf Aminosduren identisch. Dazu ist
allerdings anzumerken, dass Maus-Xafl auch im iibrigen Protein nur eine geringe
Ubereinstimmung mit humanem Xaf1 hat. Der Aktl interagierende Abschnitt ist also iiber die
Artgrenze zum Rind hin konserviert. Daher muss die Frage gestellt werden, ob das als
Homolog bezeichnete Nager-Protein bei deutlichen Unterschieden in Sequenz und

Molekulargewicht wirklich ein solches darstellt.

5.2.2. Der Xafl-interagierende Akt-Bereich

Als Xafl-interagierender Abschnitt von Aktl wurde in dieser Arbeit ein zentraler Abschnitt
von Aktl identifiziert. Dabei handelt es sich um die Aminosduren 178 bis 200; dariiber hinaus
sind die Aminosduren 155 bis 178 fiir eine starke Bindung der beiden Proteine erforderlich.
Xafl interagiert mit Akt also direkt im Bereich der zentralen katalytischen Doméne von Aktl
(Aminosduren 150 bis 408)°. In dem Xafl interagierenden Abschnitt befindet sich auch die
ATP-Bindungsstelle (Aminoséduren 156 bis 164). Ob und wie die Xafl-Interaktion dadurch
die Aktivitit der Akt-Kinasen veridndert, muss noch untersucht werden.

Die drei Isoformen von Akt unterscheiden sich in diesem Bereich nur in wenigen

2,37

Aminosduren Akt3 hat dabei an den divergierenden Positionen immer dieselbe

Aminosdure wie mindestens eine der beiden anderen Isoformen. Die Feststellung, dass Akt3
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nicht von Xafl gebunden werden kann (vgl. 5.1), lasst sich also nicht durch Sequenz-
Unterschiede in diesem Abschnitt erkldren. Verantwortlich dafiir miissen folglich andere
Abschnitte auBlerhalb des eigentlichen Bindungsbereichs oder weitere, bisher nicht
identifizierte, Proteine sein.

Auf die Herstellung einer Deletionsmutante von Aktl ohne den Bindungsbereich wurde
verzichtet, weil Deletionen im Bereich der zentralen katalytischen Domine die Kinase-
Aktivitdt zerstoren wiirden. Dann wiren keine sinnvollen Untersuchungen hinsichtlich der

Funktion mehr moglich.

5.2.3. Der XIAP-interagierende Xafl-Bereich

In dieser Arbeit konnte die Interaktion von Xafl mit XIAP in HEK-293-Zellen bestitigt
werden. Als XIAP-interagierender Abschnitt von Xafl wurden die drei Aminoséduren 179 bis
181 von Xaf1 identifiziert.

Dadurch konnte gezeigt werden, dass fiir die Interaktion von Xafl mit Akt und XIAP zwei
unterschiedliche Abschnitte von Xafl verantwortlich sind (vgl. 5.2.1). Diese Feststellung 146t
eine mogliche Konkurrenz von Aktl und XIAP um die Xafl-Bindung unwahrscheinlich
erscheinen.

Wie der Aktl-bindende Abschnitt ist auch der XIAP-bindende Abschnitt in den humanen
Xafl Isoformen 3, 4, und 5 nicht enthaltené, wobei auch hier die Bedeutung bisher unklar

bleibt.

5.3.  EinfluB von Xaf1 auf die Akt-Phosphorylierung

Nachdem der Bindungsbereich von Xafl im Bereich der katalytischen Domine von Aktl
gefunden wurde, stellte sich die Frage nach dem Einfluss auf die Kinase-Aktivitdt von Akt.
Um erste Hinweise auf diese zu erhalten, wurde als Marker fiir die Aktivitit von Akt der
Phosphorylierungsstatus von Threonin 308 in stabilen Zelllinien untersucht. Der Versuch
lieferte ein iiberraschendes Ergebnis: Im Gegensatz zu nativen Zellen ist Threonin 308 in
Xafl-iiberexprimierenden Zellen bereits ohne Insulin-Stimulation maximal phosphoryliert.
Uberexpression des pro-apoptotischen Proteins Xafl scheint also die Phosphorylierung der

eigentlich alnti—alpoptotischen164’165 Akt-Kinase zu steigern.



102

Ahnliches wurde 2005 bei einem anderen Akt-interagierenden Protein beschrieben, dem Akt-
phosphorylation enhancer (APE) / Girdin'%. Auch dieses Protein steigert bei Uberexpression
die Phosphorylierung von Akt”. Ein molekularer Mechanismus dafiir wire eine Verldngerung
von Effekten der PI-3-Kinase'*.

Diese Phosphorylierung der Akt-Kinase steigert ihre Kinase-Aktivitit, die Phosphorylierung

von GSK3 und damit auch die Glykogensynthese79.

Auch Apoptose wird durch die
Interaktion von Akt und APE beeinflusst. Allerdings fiihrt die gesteigerte Phosphorylierung
von Akt nicht zwangsldufig zu einer verminderten Apoptose-Rate der Zellen. Je nach
Verhiltnis der beiden Proteine wurden teilweise trotz verstiarkter Akt-Phosphorylierung pro-
apoptotische Effekte nachgewiesen12. Dariiber hinaus werden noch mehrere andere zellulidre
Funktionen beeinflusst®®*!'*’. Im Gegensatz zu Xafl beinhaltet APE auch selbst eine Akt-
Phosphorylierungsstelle®>.  Vermutlich  entfaltet APE  seinen maximalen  Akt-
phosphorylierenden Effekt erst, wenn diese Stelle phosphoryliert ist’”’, so dass hier ein
positiver Riickkoppelungsmechanismus diskutiert wird.

Mogliche Hinweise auf die Mechanismen der gesteigerten Akt1-Phosphorylierung durch Xafl
lieferte ein weiterer Versuch, bei dem die unspezifische Tyrosin-Phosphorylierung detektiert
wurde: Es zeigten sich drei prominent Tyrosin-phosphorylierte Proteinbanden, die vermutlich
IRS, der B-Untereinheit des Insulinrezeptors und focal adhesion kinase (Fak) entsprechen.
Fak 1ist eine zytoplasmatische Protein-Tyrosin-Kinase, die neben der Integrin-
Signaltransduktion in weiteren Prozessen wie der Zellmigration und Anti-Apoptose eine

189

wichtige Rolle spielt . Die Rolle von Fak in der Insulin-Signaltransduktion ist komplex und

bisher nur unvollstidndig erforscht. Neben der Rolle als Akt-Substrat kann Fak-Aktivierung in

' und die

manchen Zellen auch die Akt-Kinase-Aktivitit, die Synthese von Glykogen'
Translokation von GLUT-4 steigern. Verinderungen in der Fak-Phosphorylierung nach
Stimulation mit Insulin sind abhidngig davon, ob Zellen suspendiert sind oder ob sie sich im
Zellverband befinden: In suspendierten Zellen steigert Insulin-Stimulation die Fak-
Phosphorylierung, wihrend bei intaktem Zellverband die Fak-Phosphorylierung nach Insulin-
Stimulation abnimmt*®. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten C,Cj,-Zellen wurden
vor der Lyse im Zellverband belassen, wo sie bei geringer Aktivitit des PI-3-Kinase-
Signalweges eine starke Phosphorylierung zeigten.

Das Experiment zeigte in Xafl-liberexprimierenden Zellen im Gegensatz zu nativen Zellen
eine gesteigerte Phosphorylierung der beiden im Signalweg Akt vorgelagerten Proteine

Insulinrezeptor und IRS sowie eine reduzierte Phosphorylierung von Fak. Diese Reduktion

deutet auf eine hohe Akt-Aktivitét hin.
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Xafl, das selbst keine Kinase-Doméne besitzt, steigert also die Aktl-Phosphorylierung. Es
bewirkt dies wahrscheinlich nicht direkt, sondern fiihrt zu einer verstirkten Expression des
Insulinrezeptors und erhoht dadurch die Aktivitit des Upstream-Proteins IRS. Wie Xaf1 diese
erreicht und ob weitere zwischengeschaltete Proteine eine Rolle spielen, muss noch niher
untersucht werden.

AuBerdem ist noch offen, ob die verstirkte Akt-Phosphorylierung wirklich zu einer
gesteigerten Funktion dieser Kinase fithrt. Es ist ndmlich auch denkbar, dass die Xafl-
Bindung im aktiven Zentrum der Kinase die Aktivitdit von Akt hemmt. Zelluldre
Riickkoppelungsmechanismen wiirden dann versuchen, diese verringerte Akt-Aktivitit durch
Aktivierung vorgelagerter Proteine auszugleichen. Diese vorgelagerten Proteine bewirken
eine gesteigerte Phosphorylierung von Akt. Zu ihnen gehoren unter anderem Insulinrezeptor
und IRS, deren Tyrosinphosphorylierung in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.

Eine alternative Erklarungsmoglichkeit fiir die verstirkte Phosphorylierung sowohl von Akt
als auch von weiteren Proteinen wire ein unspezifischer phosphorylierender Effekt durch den
CMV-Promotor des Xafl-Konstruktes. Um dies auszuschlieBen und damit die tatséchliche
Rolle von Xafl fiir die Akt-Phosphorylierung zu untermauern, miissen die in dieser Arbeit
gezeigten Versuche mit einem anderen Xafl-Expressionskonstrukt mit anderem Promotor

wiederholt werden.

5.4. Intrazellulire Lokalisation der Proteine

Die intrazellulire Lokalisation von Xafl und XIAP wurde in dieser Arbeit mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie in C,Cj;-Zellen mit transienter Protein—Uberexpression
untersucht. Die Lokalisation von Aktl wurde nicht nochmals analysiert, da aus der

. 16,1
Literatur' %'

ein hauptsichliches Vorkommen der nicht-aktivierten Kinase im gesamten
Zytoplasma bekannt ist.

Alleine iiberexprimiertes Xafl findet sich nach dieser Arbeit in C,Cj,-Zellen um den Zellkern
herum. In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur zelluldren Lokalisation von

152' In

Xafl. So wird in transient iiberexprimierenden HeLa-Zellen Xafl im Nukleus gefunden
transient iiberexprimierenden Trophoblastenzellen aus dem ersten Trimester zeigt sich Xafl
im gesamten Zytoplasma und in den Mitochondrien®*. Im Rattengehirn findet sich beim
gesunden Tier Xafl im Zytoplasma®™>. Die intrazellulire Lokalisation von Xafl ist

wahrscheinlich zelltyp- oder zellzyklusspezifisch oder aber durch die starke Uberexpression
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verdndert. Die Ergebnisse dieser Arbeit und Angaben aus der Literatur miissen deswegen
nicht unbedingt den Verhiltnissen in vivo entsprechen.

Die Untersuchung der Lokalisation von alleine iiberexprimiertem XIAP zeigte in C,Cj;-
Zellen Protein-Aggregate im Zytoplasma. Dies ist in der Literatur in anderen Zellen dhnlich
beschrieben: So ist XIAP in einer humanen follikulires Lymphom-Zelllinie, die XIAP
transient iiberexprimiert, in zytoplasmatischen Aggregaten'™ zu finden. HeLa Zellen mit

1'2, Auch in transient

transienter XIAP-Uberexpression haben das Protein im gesamten Zytoso
iberexprimierenden Trophoblastenzellen aus dem ersten Trimester zeigt sich XIAP nur im
Zytoplasma®*. Im Rattengehirn befindet sich beim gesunden Tier XIAP im gesamten

2 In normalem humanem Osophagus- und

Zytoplasma und akzentuiert um den Nukleus
Bronchialepithel findet sich XIAP in Granula im Zytoplasma271. Die Lokalisation von XIAP
scheint also in verschiedenen Zelllinien und Geweben im Zytoplasma zu sein.

Interessante Ergebnisse lieferte die gemeinsame transiente Uberexpression von Xafl und
XIAP in C,Cj,-Zellen: Beide wurden in gemeinsame spiralformige Aggregate im Zytoplasma
und um den Zellkern herum verlagert. Die Ablagerungen um den Nukleus konnten der
Lokalisation von Xaf1 bei alleiniger Uberexpression dieses Proteins entsprechen. Die Gebilde
im Zytoplasma entstehen neu und konnen bisher keinem bekannten Zellorganell zugeordnet
werden. Die Angaben fiir die Lokalisation der beiden Proteine bei gemeinsamer
Uberexpression sind in der Literatur uneinheitlich: In transient iiberexprimierenden HeLa-
Zellen werden beide Proteine in den Zellkern hinein verlagert'>>. Dieses Verhalten findet sich
auch im ischdmischen Rattengehirn, allerdings verbleiben hier auch gréfere Proteinanteile im
Zytosolm. Im Gegensatz dazu gibt es in anderen transient iiberexprimierenden Zelllinien

' und humanen

Hinweise auf eine andere Lokalisation: In humanen Melanomzellen'*
Harnblasenkarzinom-Zellen'*® befindet sich Xafl zwar auch im Nukleus, XIAP bleibt aber
ausschlieBlich im Zytosol. In Trophoblastenzellen aus dem ersten Trimester zeigt sich Xafl
sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern, XIAP aber ausschlielich im Zytoplasma294. Die
intrazellulire Lokalisation bei gemeinsamer Uberexpression beider Proteine ist
wahrscheinlich zelltyp- oder zellzyklusspezifisch oder sie wird durch die starke
Uberexpression verindert. Hier bleiben die Verhiltnisse in vivo zunichst ebenfalls unklar.

Die Untersuchung von C,Cj;-Zellen, in denen Aktl mit Xafl gemeinsam transient
tiberexprimiert wurde, zeigt eine gleichméfige Verschiebung von Xafl ins gesamte
Zytoplasma, wo es mit Aktl zusammengelagert wird. Im Nukleus befindet sich keines der

beiden Proteine. Da es zu dieser Konstellation in der Literatur bisher keine Daten gibt, ist eine

Beurteilung schwierig.
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Allerdings 14Bt sich zusammenfassend Folgendes feststellen: Auch wenn unter den
experimentellen Bedingungen der Uberexpression keine spezifische physiologische
Lokalisierung der Proteine zu erwarten ist, entsteht aus der gemeinsamen Uberexpression
zweier Proteine jeweils eine Lokalisierung, die anders ist als bei singuldrer Expression. Dies
unterstiitzt die Befunde der Proteininteraktionen von Xafl mit Akt und Xafl mit XIAP aus

dem Western Blot.

5.5. EinfluB auf die Apoptose

In dieser Arbeit wurde des Weiteren der Einfluss der Proteininteraktion von Xafl mit Aktl
auf die Apoptose in HeLa-Zellen untersucht. In diesen wurde entweder das gesamte Xafl
oder die Deletionsmutante ohne den Aktl-interagierenden Abschnitt stabil {iberexprimiert.
Die Apoptose-Induktion erfolgte mit Staurosporine. In allen Zelllinien konnte damit
dosisabhingig Apoptose ausgelost werden. Xafl-iiberexprimierende Zellen starben dabei
deutlich schneller als die nativen Zellen. Dieser Effekt war in den Zellen mit Xafl ohne den
Aktl-interagierenden Anteil teilweise aufgehoben.

Die bereits aus der Literatur bekannte'*>'%? Apoptose-verstirkende Wirkung von Xafl wird
durch diese Daten bestitigt. Da ohne Bindung mit Aktl dieser Effekt teilweise aufgehoben ist,
scheint die Apoptose durch die Interaktion von Xafl mit Aktl gesteigert zu werden. Auf
welche Weise dies geschieht, ist bisher unklar und muss noch weiter untersucht werden.
Selbst wenn Xafl nicht an Aktl binden kann, hat es noch eine schwache pro-apoptotische
Wirkung. Dies deutet darauf hin, dass neben der Xaf1-Aktl-Interaktion noch weitere Prozesse
zur Apoptose-Regulation durch Xafl eine Rolle spielen. Von diesen sind schon mehrere
beschrieben (vgl. 2.4.4). Die Bedeutung der Aktl-Xafl-Interaktion im Vergleich zu diesen
anderen Vorgidngen und ein eventuelles Zusammenwirken muf3 ebenfalls noch erforscht

werden.
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6. Zusammenfassung

Im Hefe-2-Hybrid-System wurde XIAP-associated factor 1 (Xafl) als Interaktionspartner von
Akt gefunden.

Bei Xaf1 handelt es sich um ein Protein, das iiber verschiedene Mechanismen pro-apoptotisch
wirkt. Die Akt-Kinase ist hingegen anti-apoptotisch und spielt dariiber hinaus eine wichtige
Rolle bei der Insulin-Signaltransduktion und weiteren zelluldren Funktionen.

Die Interaktion von Xafl wurde in humanen Zellen fiir Akt 1 und Akt 2 bestitigt, nicht aber
fir Akt 3. Im Vergleich zu anderen Akt-interagierenden Proteinen war Xafl ein starker
Bindungspartner. Weiter konnten die Interaktionsbereiche von Xafl, Aktl und XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis) definiert und Expressionskonstrukte ohne die interagierenden
Bereiche hergestellt werden. Diese Konstrukte wurden anschlieBend in Zellen stabil
tiberexprimiert. Darin fiihrte Xaf 1 zu einer verstiarkten Phosphorylierung von Akt und von
weiteren Proteinen des Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3-Kinase)-Stoffwechselweges. Die
Interaktion bewirkte auflerdem eine Verdnderung der intrazelluldren Lokalisation der
Proteine. Zudem erhohte die Akt-Xaf1-Interaktion die Apoptoserate.

Die funktionelle Charakterisierung lieferte also Hinweise auf eine Bedeutung dieser Protein-
Interaktion fiir den PI-3-Kinase-Akt-Signalweg, die intrazelluldre Lokalisation der Proteine

und die Apoptose.
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8.1.  Abkiirzungen
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aa

AG
ANOVA
AP-1
APAF1
APE
aPKC
APS
ATCC
ATP
BAD
BAK
BAX
BCL-2
BES
BH
BHK
BID
BIR
BIRC
BMP
bp
BSA
Cat
CaCl,
CAD
cAMP
Cbl
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Anti-

Aminosduren

Arbeitsgruppe

analysis of variance

Activator protein 1

Apoptotic protease activating factor 1
Akt-phosphorylation enhancer

atypische Proteinkinase C
Ammoniumpersulfat

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

BCL-2-associated death promoter
BCL-2-antagonist/killer-1
BCL-2-associated X protein

B-cell lymphoma 2

Bisaminoethanesulfon acid-buffered saline
BCL-2 Homology

Baby hamster kidney Zellen

BH-3 interacting domain death agonist
Baculovirus TAP (inhibitor of apoptosis) repeat
BIR-containing protein

bone morphogenetic protein

Basenpaare

Bovines Serum-Albumin

Calcium

Calciumchlorid

caspase-activated deoxyribonuclease
cyklisches Adenosinmonophosphat
Casitas B-lineage lymphoma- protooncogene

product



CBP
CD
cDNA
CHO
c-IAP
CNBr
CREB
cm
cm
CMV
CO,
CsCl
CTMP

dATP
DISC
DNA
DMEM
DMSO
dNTP
DTT
ECL
EDTA
ELISA
EMEM
ER

et al.
FADD
Fak

Fc

FCS
FOX
Ft
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CREB-binding protein

cluster of differentiation
komplementire Desoxyribonukleinsidure
Chinese hamster ovary Zellen
cellular IAP (inhibitor of apoptosis)
Cyanogenbromid

cAMP response element binding protein
Zentimeter

Quadratzentimeter

Cytomegalovirus

Kohlendioxid

Caesiumchlorid

Carboxy-terminal modulator protein
Deletion von Aminosiuren
Desoxyadenosintriphosphat
death-inducing signaling complex
Desoxyribonukleinsdure

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxynukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsidure
enzyme-linked immunosorbent assay
Eagle's Minimal Essential Medium
Endoplasmatisches Retikulum

et alii

Fas-associated death domain protein
focal adhesion kinase

fragment crystallizable

fetales Kilberserum

forkhead box protein

fuesed toe

Gramm



132

G Gauge

GLUT-4 Glukosetransporter Typ 4

Grb Growth factor receptor-bound protein
GSK-3 Glycogen synthase kinase 3

GST Glutathion-S-Transferase

H* Wasserstoffion

HEK human embryonic kidney Zellen
HeLa Henrietta Lacks

Hep Hepatocellular carcinoma

HEPES Hydroxyethylpiperazinethansulfonsiure
HSE heat-shock element

HSF1 heat-shock transcription factor 1
HL human leukemia

HMW high molecular weight

H,O Wasser

IAP inhibitor of apoptosis

ICAD inhibitor of CAD

IGF-1 Insulin-like growth factor-1

IeG Immunglobulin G

IxB inhibitor of kB

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
IRF Interferon regulatory factor

IRS Insulin receptor substrate

ISG Interferon stimulated gene

ISRE interferon stimulated response element
KCl Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

1 Liter

LB lysogeny broth

LPC Lysophosphatidylcholin

M Mol

mA Milliampere



MAP-Kinase
uCi
Mg
MgCl,
MHC

ul

ml
ML-IAP
uM
pumol
mM
mTOR
mTORC
MYC
NaCl
NADH
Nal
NAIP
Na,P,0O,
NaF
NaOH
Naz;VO,
Na,HPO,
NF-xB
NIH
NK-Zelle
nM

nm

OD

p.a.
PAGE
PBS
PCR
PDK
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Mitogen-activated protein-Kinase
Mikrocurie

Magnesium

Magnesiumchlorid

Major histocompatibility complex
Mikroliter

Milliliter

melanoma IAP (inhibitor of apoptosis)
Mikromol

Mikromolar

Millimol

mammalian target of rapamycin
mTOR complex

myelocytomatosis viral oncogene homolog
Natriumchlorid

reduziertes Nikotin-Adenin-Dinukleotid
Natriumiodid

neuronal apoptosis inhibitor protein
Natriumpyrophosphat
Natriumfluorid

Natronlauge

Natriumorthovanadat
Dinatriumhydrogenphosphat
nuclear factor-xB

National Institutes of Health
Natural killer-Zelle

Nanomol

Nanometer

optische Dichte

pro analysi
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Polymerasekettenreaktion

3’-Phosphoinositide-dependent Kinase
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Pfx Pyrococcus furiosus

PgE, Prostaglandin-E,

pH potentia hydrogenii (H-lonenkonzentration)

PH Pleckstrin homology

PI-3-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

PIP, Phosphatidylinositol (4°,5)-Bisphosphat

PIP; Phosphatidylinositol (3°,4’,5)-Trisphosphat

PTEN Phosphatase and tensin homolog

PKB Protein Kinase B

pmol pikomolar

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POD Peroxidase

PS Phosphatidylserin

PTB Phosphotyrosin-binding

PUMA pS53 upregulated modulator of apoptosis

Pwo Pyrococcus woesei

Ras rat sarcoma

rictor rapamycin-insensitive companion of mTOR

Rin rat insulinoma

RING really interesting new gene

RNA Ribonukleinsédure

RNase Ribonuklease

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro
Minute)

SDS Natriumdodecylsulfat

SH2 Src-homology-2

SMAC Second mitochondria-derived activator of
caspases

SOCS Suppressor of cytokine signaling

SOS son-of-sevenless

STAT signal transducer and activator of transcription

TABI1 TAK1-binding protein-1

TAK1 TGF-p activated kinase-1

Taq Thermus aquaticus



TEMED
TGF
TNF
TRAF
TRAIL
Trb3
Tris
Tris-HCl
TSC

USA
uv

vgl.
\B
VSV
viv
w/v
w/w
Xaf
XIAP
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Tetramethylethylendiamin
Transforming growth factor

tumor necrosis factor
TNF-receptor-associated factor
TNF-related apoptosis inducing ligand
Tribbles homolog 3
Trishydroxymethylaminomethan
Trishydroxymethylaminomethan-hydrochlorid
tuberous sclerosis complex

Units

Vereinigte Staaten von Amerika
Ultraviolet

Volt

vergleiche

versus

vesicular stomatitis virus

volume for volume

weight per volume

weight per weight

XIAP-associated factor

X-linked inhibitor of apoptosis
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Gemeinsame Uberexpres sion von Xafl und Akt1-MYC in C,Ci»-
Zellen fiihrt zu einer Verschiebung von Xafl ins gesamte Zytoplasma
durch Zusammenlagerung mit Aktl.

Aufgehobene Interaktion von Xafl mit Aktl verringert die Xafl-
vermittelte Apoptose-Verstiarkung in HeLa-Zellen.
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