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Zusammenfassung

Apoptose ist ein stark regulierter Prozess, welcher von einer Vielzahl pro- und anti-
apoptotischer zellularer Proteine reguliert wird. Neben den pro-apoptotischen Caspasen
spielen hier die anti-apoptotischen Mitglieder der IAP (Inhibitors of Apoptosis Proteins) -Familie
eine wichtige Rolle. Sie sind hochkonserviert und wurden neben den Vertebraten auch in
Insekten und Hefen beschrieben (Crook et al. 1993). Im Menschen konnten bislang acht
Mitglieder dieser Familie identifiziert werden, von denen Survivin und XIAP die am besten
untersuchten IAPs sind, da ihnen essentielle Funktionen im Verlauf der Karzinogenese
zugesprochen werden (Dohi 2004, Mehrotra et al. 2010). Auf Grund seiner postulierten anti-
und pro-apoptotischen Eigenschaften ist mit Livin ein weiteres IAP in den Fokus der
Tumorforschung gertickt (Boaz Nachmias 2003).

Abgesehen von seiner Funktion als Apoptose-Inhibitor ist Survivin im Verlauf
der Zellteilung fir eine korrekte Verteilung der Chromosomen verantwortlich, in dem es als
Teil des CPC fir dessen Anlagerung an die Zentromere sorgt. Dies geschieht Uber ein
hydrophobes Leucin-reiches Exportsignal (NES), welches in der Sequenz von Survivin
verankert ist. Dadurch wird die Interaktion mit dem Exportrezeptor Crm1 ermdglicht, welche
fur die Bindung des CPC an die Chromosomen essentiell ist (Knauer et al. 2007). Wie fur
Survivin sind auch fir XIAP nicht nur regulatorische Prozesse innerhalb der Apoptose
beschrieben. XIAP ist ebenso involviert in die Aktivierung von Nf-kB, JNK und die
Aufrechterhaltung des Kupfer-Metabolismus (Galban und Duckett 2009). Anlasslich dieser
Multifunktionalitat sollte im ersten Teil dieser Arbeit XIAP auf das Vorhandensein eines NES
hin untersucht werden, welches ein wichtiger Bestandteil fir die Ausflihrung seiner zellularen
Aufgaben ist.

Dabei konnte durch LMB-Behandlung und die daraus folgende Akkumulation im
Zellkern in der Tat auf die Existenz eines NES in XIAP geschlossen werden. Durch in silico-
Sequenzanalysen und mittels  Mikroinjektionsexperimenten sowie  umfassenden
molekularbiologischen und biochemischen Analysen wurde dies nicht nur bestatigt, sondern
weist sogar auf eine mdgliche kombinatorische Wirkung von mehreren potenziellen NES in
XIAP hin. Wahrend Interaktionsstudien indes die Abhangigkeit des intrazellularen Transports
von einer moglichen Wechselwirkung mit Survivin nahezu ausschlieRen konnten, deutet die
publizierte intranukledre Akkumulation von XIAP in Verbindung mit XAF1 auf eine Interaktion
dieser beiden Proteine hin (Peter Liston und Tamai 2001). Das in dieser Beziehung neu
beschriebene NES in XAF1 kann in diesem Zusammenhang ebenfalls zum nuklearen Export
von XIAP beitragen. So kdnnte wirde die Exportinhibition durch LMB nicht nur den Transport

von XIAP selbst, sondern dartiber hinaus auch von XAF1 einschranken.
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Weitere Untersuchungen kénnten klaren, ob die Translokation von XAF1 ebenfalls von
einer Interaktion mit Crm1 abhangt und welchen Einfluss eine siRNA-basierte Verminderung
der XAF1-Expression auf die subzelluldre Lokalisation von XIAP hat und umgekehrt.

Um besser zu verstehen, wie Survivin als Apoptose-Inhibitor agiert, wurden im Rahmen
dieser Arbeit mogliche Wechselwirkungen mit anderen IAPs untersucht. Anhand von Ko-
Immunprazipitationsanalysen konnte erstmalig gezeigt werden, dass Survivin neben der
bereits beschriebenen Interaktion mit XIAP auch an Livin zu binden vermag. Um die
funktionelle Relevanz dieser Interaktion verstehen zu kénnen, wurde zunachst die pro-
apoptotische Eigenschaft von Livin genauer untersucht. Dabei wurde bestatig, dass u.a.
Caspase-3 flur die proteolytische Spaltung von Livin verantwortlich ist und so das pro-
apoptotisch wirkende C-terminale Fragment entsteht, welches in einer perinukledren
Ringstruktur im endoplasmatischen Retikulum akkumuliert (Boaz Nachmias 2003, Nachmias
et al. 2007). Weiterfiihrende Versuche wiesen eine starkere Bindung von Survivin an die C-
terminale Livin-Variante als an den Wildtyp nach. Dies deutet vermehrt auf eine anti-
apoptotische Wirkweise von Survivin hin, welche Uber die pro-apoptotische Eigenschaft von
tLivinong vermittelt wird. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass eine Hochregulation von Survivin
und Livin in frihen Phasen der Tumorentwicklung, zu einer Stabilisierung von Livin durch
Survivin fiihrt und es so nicht in mehr seine pro-apoptotische Form gespalten werden kann.

Einen Hinweis darauf gab die Kotransfektion von Livin und Caspase-3 in Survivin
konstitutiv exprimierenden A431-Zellen, in denen Livin im Vergleich zu den entsprechenden
parentalen Zellen, nicht mehr prozessiert wurde und seinen anti-apoptotischen Phanotyp
beibehielt. Die Prozessierung von Livin wird normalerweise durch Caspase-3 vermittelt,
welche wiederum durch die Uberexpression von Survivin geghemmt werden kann.

Weiterfihrende Experimente sollten sich neben der Aufklarung der Apoptose-
induzierenden Mechanismen der C-terminalen Spaltform von Livin im ER und mit der Analyse
zellularer Vitalitat in Abhangigkeit der transfizierten Livin-, Survivin- und Caspase-3-Konstrukte
beschaftigen.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit neue Einblicke in die pro-apoptotische Wirkung
von Livin geben und durch die Entdeckung einer bislang unbekannten Interaktion mit Survivin
einen neuen Aspekt in dessen biologischer Funktion aufdecken. Des Weiteren wurden erste
Hinweise auf die Existenz eines Exportsignals in der Sequenz von XIAP sowie auf eine
relevante, bisher unbekannte Verbindung zu XAF1 gewonnen. Dies eréffnet nun neue Wege

im Verstandnis der Multifunktionalitat von XIAP.
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Summary

The process of apoptosis is a tightly controlled mechanism which is regulated by a high
number of different pro- and anti-apoptotic cellular proteins. Besides the pro-apoptotic
Caspases, the highly conserved family of intracellular inhibitors of apoptosis proteins (IAPs)
play an important role. Eight members have been identified in humans so far, yet they are also
found in insects, yeast and a wide range of vertebrates (Crook et al. 1993). Due to their pivotal
role in the carcinogenesis, Survivin and XIAP are the two best studied |IAPs (Dohi 2004,
Mehrotra et al. 2010). However, due to its ability to act as both anti- and pro-apoptotic factor
during early stages of apoptosis, the small IAP Livin has also come into focus of many cancer
related studies (Boaz Nachmias 2003).

Besides its function as an inhibitor of apoptosis, Survivin plays also an important
role during mitosis as part of the CPC ensuring the correct distribution of the chromosomes.
This is mediated via an intrinsic hydrophobic, leucine-rich export signal (NES) in Survivin,
which is essential for interaction with the export receptor Crm1 and the tethering of the CPC
to the centromeres (Knauer et al. 2007). Similar to Survivin, also XIAP is not merely known as
a regulator of apoptosis. It is also involved in several processes like NF-kB and JNK activation
and the maintenance of copper metabolism (Galban und Duckett 2009). Due to this
multifunctionality, the first part of this work aimed to define whether XIAP might contain a so
far unknown NES and to evaluate its localization and possible importance for the proper
cellular function of XIAP.

LMB-treatment of Hela cells transiently transfected with pc3-XIAPwt-GFP resulted in a
significant protein accumulation in the nucleus. This served as a first hint for the existence of
NES in XIAP. In silico sequence analyzes and microinjection experiments in combination with
comprehensive molecular and biochemical methods not only confirmed the existence of the
predicted export signal, but also pointed towards a possible combinatorial effect of several
potential NES in XIAP. Whereas interaction studies nearly excluded the possibility of an
interdependence of intracellular transport and an interaction with Survivin, the published
nuclear accumulation of XIAP connected with XAF1 indeed indicates an interaction between
these two proteins (Peter Liston und Tamai 2001). In this context, the newly described NES in
XAF1 could also contribute to the nuclear export of XIAP. Accordingly, inhibition of nuclear
export by LMB would not only affect the transport of XIAP itself but also nuclear export of
XAF1.

To achieve a better understanding of how Survivin acts as an apoptosis regulator, we
investigated its possible interplay with other IAP-members. In immunoprecipitation
experiments we could demonstrate for the first time that there is not only an interaction
between Survivin and XIAP but also between Survivin and Livin. In order to clarify the

functional relevance of this interaction, at first, Livin’s pro-apoptotic property was investigated
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in more detail. It could be confirmed that Caspase-3 is responsible for the proteolytical
cleavage of Livin into its pro-apoptotic C-terminal fragment, which accumulates in a ring-like
structure around the nucleus corresponding to the endoplasmic reticulum (Boaz Nachmias
2003, Nachmias et al. 2007). Ensuing experiments showed a higher binding affinity of Survivin
to the C-terminal variant compared to the wildtype. This points to an additional anti-apoptotic
activity of Survivin, which is mediated via the formation of tLiviniong. This in turn raises the
hypothesis of a correlated protein up-regulation of Survivin and Livin in early stages of tumor
development, where Survivin might stabilize Livin by binding and thus prevents it from
cleavage into its assumed pro-apoptotic truncated C-terminal form. This hypothesis could be
verified by co-transfection experiments showing that Livin was processed into its pro-apoptotic
form when transfected together with Caspase-3 in parental A431 cells but not in cells stably
overexpressing Survivin, which in turn is able to inhibit Caspase-3.

In summary, the results of this work could give new insights into the pro-apoptotic
effects mediated by Livin and via the discovery of a so far unknown interaction with Survivin
unravel a new aspect in its biological function. Additionally, data hint towards the existence of
a nuclear export signal in XIAP and support a so far unknown connection to XAF1. This now

paves the way to better understand the multifunctionality of XIAP.
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1 1.Einleitung
1.1 Krebs

Funde aus der frihen Erdgeschichte belegen, dass seit Leben auf der Erde besteht, auch
Krebs existiert (Hajdu 2011). Die ersten schriftichen Uberlieferungen des Edwin Smith
Papyrus, sind auf 3000 v. Chr. datiert und beschreiben zum ersten Mal eine Art von Brusttumor
(Hajdu 2011). Im weiteren Verlauf der Geschichte folgen weitere Belege aus verschiedenen
Kulturen, in welchen von zahlreichen Krebs-Variationen (Brust, Darm, Haut usw.) die Rede ist
(Hajdu 2012).

Der griechische Arzt Hippokrates (460-375 v. Chr.) definierte als Erster den Begriff ,Krebs*
bzw. ,Karzinom®, im griechischen: ,Karkinos®, da ihn die Art und Weise in der solide Tumore
wuchsen, an das Aussehen und die Bewegung eines Krebses erinnerte. Der Physiker Celsius
(25-50 v. Chr.) leitete daraus spater das lateinische Wort ,Cancer ab (Hajdu 2011).

Mit europaweit 8,2 Millionen Todesfallen im Jahr 2012, stellen Krebserkrankungen laut
Weltgesundheitsorganisation (WHO), die zweithaufigste Todesursache dar. Nur
kardiovaskulare Todesfalle, liegen mit 9,4 Millionen allein in Europa, noch dariiber (WHO
2012). Im Jahr 2008 gab es weltweit bis zu 12,7 Millionen Neuerkrankungen und bis 2010
starben nahezu 8 Millionen Menschen an den Folgen von Krebs (Lozano et al. 2012). In
Deutschland zeigen die Krebsstatistiken mit bis zu 490.000 Neuerkrankungen und 221.000
Todesfallen pro Jahr einen stetigen Anstieg. Im Jahr 2011 lagen auch hier Tumorerkrankungen

hinter Herz-Kreislauferkrankungen auf Platz zwei der Todesursachen (Abb. 1).

Bosartige Neubildungen (Krebshilfe)

Krankheiten des Kreislaufsystems

Myokardinfarkt

mmmm  insgesarnt (100% [/ 852,.328) .
rnsnnlich (47,89 § 407.628) Krankheiten des Atmungssystems
weiblich (52,2% f 444, 700)

40,507
20,545 Krankheiten des Verdauungssystems
| 19,959
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Abb. 1 — Die haufigsten krankheitsbedingten Todesursachen in Deutschland

Krankheiten des Herz- Kreislaufsystems sind verantwortlich fur die meisten Todesfalle im Jahr

2011. Krebs, sog. bosartige Neubildungen, liegen auf dem zweiten Platz. Die Abbildung wurde

modifiziert nach einer Erhebung Statistischen Bundesamtes (Quelle: Statistisches Bundesamt,

Wiesbaden).

Auf Grund der immer alter werdenden Bevolkerung rechnen Experten in den nachsten 40

Jahren mit einer Steigerung der Krebserkrankungen von bis zu 30 % (Krebshilfe 2013). Zu

den haufigsten Krebserkrankungen bei Mannern gehort mittlerweile Prostatakrebs (26,1 %),

dicht gefolgt von Tumoren der Atemwege mit 13,9 % und kolorektalen Tumoren (13,4 %)

(Abb. 2). Bei Frauen ist

Brustkrebs mit

31,3 % die am haufigsten auftretende

Krebserkrankung, die Erkrankungswahrscheinlichkeit liegt hier bei 8 %. An zweiter Stelle

stehen kolorektale Tumore (12,7 %), gefolgt von Lungen- (7,6 %) und Tumoren des

Gebarmutterkdrpers (5,1 %) (Abb. 2). Insgesamt betrachtet, tritt die hdchste Mortalitatsrate

beim Mammakarzinom auf (17 %), gefolgt von kolorektalen Tumoren (13 %) und Lungenkrebs

(11 %) (Ferlay J 2013).
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Abb. 2 — Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsféllen in
Deutschland

Dargestellt ist die geschlechterspezifische Haufigkeit verschiedener Tumorarten in
Abhangigkeit ihrer Lokalisation im Jahr 2010. Manner erkranken primar an Prostatakrebs
(26,1 %), gefolgt von Tumoren der Atemwege (13,9 %) und Darmkrebs (13,4 %). Frauen
hingegen sind am anfalligsten fur Brustkrebs (31,3 %), gefolgt von Darmkrebs (12,7 %).
Allerdings findet sich hier Lungenkrebs an dritter Stelle (7,6 %). Abbildung modifiziert nach
dem statistischen Bundesamt und dem Robert Koch-Institut. (Quelle: Statistisches

Bundesamt, Wiesbaden und Robert Koch-Institut, Berlin).

Aufgrund der stetigen Zunahme der Krebsféalle mit Todesfolge spricht man bei Krebs
meist von einer ,tédlichen® Krankheit. Mehr als die Halfte aller Patienten sterben durch die
Krankheit selbst (Metastasierung) oder die Behandlung (Jemal et al. 2011). Umso wichtiger ist
die Pravention von Krebs, die primar eine aktive Mallnahme eines jeden selbst sein muss
(Mayo-Clinic 2010). AuRere Risikofaktoren wie Tabakkonsum, Ubergewicht, Alkohol und
Umweltverschmutzung kénnten bewusst vermieden, und so das Krebsrisiko um bis zu 30 %
gesenkt werden (Danaei et al. 2005). Dennoch sind nicht alle externen Einfllisse kontrollierbar,
wodurch ein gewisses Risiko immer bestehen bleibt (WHO 2012). Daher gewinnen Faktoren
wie Friherkennung und rechtzeitige Behandlung immer mehr an Bedeutung. Unter optimalen
Bedingungen kénnen wachsenden Tumore erkannt werden, noch bevor einschlagige
Symptome aufkommen (NCI 2013).

Zu den gangigsten Behandlungsmethoden, zahlen neben dem primaren chirurgischen
Eingriff, die Chemo- und Strahlentherapie. Die operative Entfernung des Tumors ist meist der
erste Behandlungsschritt und fuhrt in vielen Fallen zu positiven Resultaten. Bei vielen
verschiedenen Tumorarten, wie z.B. Brust- und Hodenkrebs, werden zusatzlich zur
mechanischen Resektion des Tumors chemotherapeutische MalRnahmen ergriffen, deren
systematischer Einsatz jedoch oft durch ihre toxischen Wirkungen auf den Kérper limitiert sind
(Holland 2000).

Da bei der Entstehung von Krebs multiple Faktoren zusammenspielen, wird keine
einzelne Methode zur Heilung ausreichen, genauso wie nicht nur eine Behandlungsart fiir alle
Infektionskrankheiten existiert (Wanjek, 2006).

Tumore kdnnen sich aus unterschiedlichen Gewebe- und Zelltypen entwickeln. Trotz
der hohen Variabilitdt an Grinden fir die Entstehung von Krebs ist dieser generell als
Erkrankung zu sehen, bei der es zu vielfaltigen Fehlern im Wachstumsverhalten bzw. der
Genregulation normaler Zellen kommt, welche in der Folge zu Tumorzellen transformieren

(Karzinogenese) (Croce 2008).
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1.2 Karzinogenese

Der Begriff der Karzinogenese beschreibt die Transformation von normalen, gesunden
Zellen zu Tumorzellen. Dieser Prozess ist durch eine Vielzahl an zellularen Veranderungen
auf genetischer und epigenetischer Ebene charakterisiert und fihrt zunachst zu einer
unkontrollierten Zellteilung und gleichzeitiger Unterdriickung des Zelltods (Apoptose). Die
daraus entstehende Zellmasse wird Tumor genannt (Fearon und Vogelstein 1990). Im
normalen Gewebe herrscht ein empfindliches Gleichgewicht zwischen der Produktion und der
Ausschittung von Zellteilungssignalen, welche der Zelle den Eintritt in den Zellzyklus
ermoglichen und einen ordnungsgemafien Ablauf der Zellteilung gewahrleisten (Hanahan und
Weinberg 2011). Die meist auftretenden Veranderungen in Tumorzellen sind u.a.
Punktmutationen, Genamplifikationen oder chromosomale Translokationen. Drei Klassen von
Genen sind in diesem Zusammenhang besonders gut charakterisiert: Onkogene, Tumor-
Suppressor-Gene und Stabilitats-Gene. Onkogene entstehen aus sog. Proto-Onkogenen, die
durch eine Mutation dauerhaft angeschaltet werden oder fir ein konstitutiv aktives Protein
kodieren (gain-of-function). Eine solche Aktivierung resultiert in den meisten Fallen aus
chromosomalen Translokationen oder Genamplifikationen. Tumor-Suppressor-Gene
hingegen kodieren fir Proteine deren Aufgabe die Unterdrickung des Wachstums von
entarteten Zellen ist. Hier fuhren Mutationen zu reduzierter oder fehlender Aktivitat (loss-of-
funktion). Ein wichtiger Begriff in diesem Zusammenhang ist der Verlust der Heterozygotie
(loss of heterozygosity; LOH), welche in den meisten Fallen auf Missense-Mutationen,
Insertionen sowie durch epigenetische Stilllegung einzelner chromosomaler Abschnitte
zurtckzufiihren sein kann und exemplarisch flr hereditdre Tumorformen wie HNPCC
(hereditares nicht-polypdses Kolonkarzinom) der Fall ist (Weinberg 2014). Stabilitdtsgene
kodieren flir DNA-Reparatur-Proteine und reduzieren genetische Veranderungen auf ein
Minimum, sodass eine Inaktivierung dieser Proteine eine Akkumulation von Mutationen in
anderen Genen beglinstigt. Dies fordert indirekt das Tumorwachstum (Vogelstein und Kinzler
2004). Die am haufigsten veranderten Proteine im Verlauf der Krebsentstehung sind
Wachstumsfaktoren, Regulatoren des Zellzyklus und Proteine der Signalweiterleitung (Futreal
et al. 2004).

Im Gegensatz zur anfanglich beschriebenen Karzinogenese, welche in drei Teilschritte
untergliedert wurde (Initiation, Promotion und Progression), deckten aktuellere Forschungen
eine derartige Komplexitdt in der Tumorentstehung auf, dass heute von einem
-Mehrstufenmodell“ der Krebsentstehung die Rede ist (Hanahan und Weinberg 2000, Wérth
2000). Das Modell der ,Hallmarks of Cancer* soll dabei helfen, die einzelnen Aspekte in der
stufenweisen Entwicklung von Tumoren und deren Ursachen genauer zu verstehen (Abb. 3)
(Hanahan und Weinberg 2000).
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Abb. 3 — Schematische Darstellung der erworbenen Eigenschaften von Krebszellen
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Gezeigt sind die urspringlich im Jahr 2000 postulierten erworbenen Eigenschaften von
Krebszellen (Hallmarks of Cancer) nach Hanahan und Weinberg (A), sowie die im Jahr 2011
erganzten unterstitzenden Charakteristika (B). Weitere Erlauterung siehe Text. (Hanahan und
Weinberg 2000, Hanahan und Weinberg 2011).

Im Jahre 2000 beschrieben Hanahan und Weinberg zum ersten Mal sechs biologische
Eigenschaften, welche (nahezu) jeden Tumor charakterisieren (Hanahan and Weinberg 2000).
Zu diesen Eigenschaften zahlen die Unabhangigkeit von exogenen Wachstumsfaktoren, die
Unempfindlichkeit gegeniber wachstumshemmenden Signalen, die Vermeidung der
Apoptose, die unlimitierte Fahigkeit zur Replikation (Immortalisierung), eine ausreichende
Tumorangiogenese (Versorgung mit Blutgefalien) sowie die Metastasierung und Invasion von
Tumorzellen in fremdes Gewebe (Abb. 3A). Im Jahr 2011 addierten sich zu diesen noch die
Umprogrammierung des zellularen Energiestoffwechsels zur Unterstiitzung von andauerndem
Wachstum und Vermehrung, eine Instabilitit des Genoms, sowie darin akkumulierte
Mutationen, die Vermeidung der Zerstérung der Zelle durch das Immunsystem sowie
tumorférdernde Entziindungsreaktionen (Abb. 3B) (Hanahan and Weinberg 2011). Die
Ansammlung dieser, durch Mutationen erworbenen Attribute erfolgt wie bereits erwahnt in
einem mehrstufigen Prozess, der als Tumorgenesen bezeichnet wird. Damit es zur
Tumorentstehung kommt, bedarf es jedoch keiner chronologischen Abfolge dieser
Veranderungen.

Weiterhin konnte Bereits im Jahre 2009 gezeigt werden, dass Entziindungsreaktionen
nahezu jeden Aspekt der Krebsentwicklung beeinflussen (Mantovani und Pierotti 2008, Colotta
et al. 2009). Ebenso spielt insbesondere das Umfeld des Tumors, die sogenannte
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Tumormikroumgebung, eine entscheidende Rolle in der Krebsentwicklung. 2011 postulierten
Hanahan und Weinberg, dass ein Tumor nicht nur als Masse von Krebszellen gesehen werden
kann, sondern in seiner Komplexitdt mit normalem Gewebe verglichen werden muss.
Daraufhin konnten eine Vielzahl von Zelltypen wie z.B. Tumor-assoziierte Fibroblasten,
Perizyten, endotheliale Zellen, Immunzellen, invasive Krebszellen und Krebsstammzellen als
zu einem soliden Tumor zugehdrig beschrieben werden (Hanahan und Weinberg 2011). Auf
Grund der groRen Bedeutung des Zelliberlebens und somit auch des Zellsterbens soll der

Aspekt der Apoptose im nachsten Abschnitt definiert und genauer beschrieben werden.

1.3 Apoptose

Forscher beschaftigen sich seit Dekaden mit der Thematik des programmierten
Zelltods, der sogenannten Apoptose, da es sich bei ihr um die letzte natirliche Barrikade
handelt, welche den Organismus vor Krebs schitzt (Evan und Littlewood 1998). 1842
beschrieb Carl Vogt zum ersten Mal das Auftreten von Apoptose, bevor Walther Flemming
1885 eine prazisere Definition des programmierten Zelltods publik machte. Doch letztendlich
war es 1972 John Kerr, der einen der ersten wissenschaftlichen Artikel hierzu publizierte und

das Wort Apoptose primar verwendete. Der Begriff der Apoptose stammt aus dem

Griechischen von ,apoptosis” und bedeutet so viel wie ,der Abfall oder Niedergang® (Kerr et

al. 1972).

Der programmierte Zelltod ist ein flr die Eliminierung von krankheitsbehafteten,
entarteten oder nicht mehr bendtigten Zellen elementarer Prozess. Er tritt zum Beispiel
wahrend der embryonalen Entwicklung auf (Wyllie et al. 1980). So kénnen Zellen in den
Fingerzwischenraumen, die fir den Organismus keinen Nutzen mehr haben, durch Apoptose
beseitigt werden (Abb. 4) (Alberts 2012, Weinberg 2014). Die vor allem in multizellularen
Organismen auftretende Apoptose zeigt eine charakteristische Zellmorphologie, die sich durch
Blaschenbildung an der auferen Zellmembran, dem Schrumpfen der Zelle durch Dehydration,
der Kondensation des Chromatins und der Fragmentierung des Zellkerns sowie der

chromosomalen DNA manifestiert (Zhivotovsky 2004, Ziegler und Groscurth 2004).
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Abb. 4 — Apoptose in der embryonalen Entwicklung

In einer noch undifferenzierten Mauspfote sind die apoptotischen Zellen zunachst griin
punktiert (A). Zu einem spateren Zeitpunkt ist das apoptotische Gewebe bereits nicht mehr
vorhanden und die ausdifferenzierten Zehen der Pfote sind deutlich zu erkennen (B). (Alberts
2012)

Apoptose ist nicht die einzige Form des Zelltods, aber die bisher in ihrem Ablauf und
den partizipierenden Proteinen am besten untersuchte Variante (Bratton und Salvesen 2010).

Eine weitere Variante stellt die sog. Nekrose dar, welche sich nhamentlich von dem
Griechischen Wort ,nékrosis“ ableitet und das Absterben einzelner Glieder und damit ,das
Toten” einleitet (Proskuryakov et al. 2003). Im Vergleich zur Apoptose ist die Nekrose primar
auf externe Einflisse wie Traumata, Toxine oder Infektionen zurlickzufliihren, welche Zellen
oder Gewebe schadigen. Nekrose tritt dabei nicht selektiv auf, was in der Konsequenz fiir den
Organismus meist sehr schadlich ist und sogar zum Tode fiihren kann (Proskuryakov et al.
2003). Auch unterscheiden sich nekrotische und apoptotische Zellen in ihrem Phanotyp.
Wahrend die Apoptose nach einem spezifischen Muster ablauft, zeigt sich bei nekrotischen
Zellen schnell der Verlust der Zellmembran mit unkontrollierter Ausschittung des Zytoplasmas
in den intrazellularen Raum. Dabei kann es dann zu Infektionen und Ausweitung der Nekrose
auf umliegendes Gewebe kommen (Kasper 2001). Derartige Entziindungsreaktionen, werden
durch die Apoptose vermieden, wodurch Zellen ohne zusatzliche Gewebeschaden entsorgt
werden kdnnen (Kasper 2001). Ein Vergleich von Apoptose und Nekrose findet sich in
Tabelle 1.
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Tabelle 1 — Apoptose vs. Nekrose

Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose in einer direkten Gegenuberstellung.

APOPTOSE

MORPHOLOGIE

NEKROSE

Individuelle Zellen
Verringert

Kondensiert

Normale Morphologie
Nein

Apoptotische Vesikel von
Makrophagen aufgenommen
MOLEKULARBIOLOGIE

Bendtigt

Spezifisch geschnitten
Erhoht

Funktionsfahig

=
(¢}
E.
on
Q
=
[0}
N
(e
[
S
~

Zellkollektive
VergroBert

Fragmentiert

Verianderte Morphologie
Ja

Lyse

Nicht benétigt
Unspezifisch geschnitten
Nicht betroffen

Verloren

Die Apoptose lasst sich in zwei Phasen unterteilen, die Initiations- und die

Effektorphase. In ersterer wird zwischen zwei weiteren genau definierten Signalwegen

unterschieden. Man spricht von einem extrinsischen (Apoptose Typl), und einem intrinsischen

(Apoptose Typll) Signalweg, welche beide jeweils mit dem Tod der Zelle enden. Dabei werden

Uber externe und interne Stimuli zellulare Signalkaskaden aktiviert. Diese beinhalten die

Aktivierung spezifischer degradierender Enzyme, der sog. Caspasen, welche die Spaltung

unterschiedlicher zellinterner Substrate wie von Proteinen, DNA und Zytoskelettbestandteilen,

einleiten und letztlich das kontrollierte Absterben der Zelle zum Ziel haben (Adams und Cory

2007).
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Abb. 5 — Schematische Darstellung der zellularen Apoptose-Signalwege

Die extrinsische Apoptose-Induktion wird tGber Transmembranrezeptoren (CDgs, Fas, TNFR)
(hellorange/rot) vermittelt. Werden diese Rezeptoren aktiviert, kommt es zur Bildung des
FADD-Komplex (hellorange/griin), wodurch Caspase-8 (hell-/dunkelrot) in ihren aktiven
Zustand versetzt wird und somit Caspase-3 und -7 (grau/hellgelb) aktiviert, bzw. Bid (hellgelb/-
rot) zu tBid (hellrot) spaltet. Die intrinsische Apoptose-Induktion wird Uber die Freisetzung von
Cytochrom c (griin/blau) aus den Mitochondrien ins Zytoplasma induziert. Cytochrom c bildet
dann zusammen mit Apaf-1 und der Pro-Caspase-9 das Apoptosom (dunkelblau/hell-
/dunkelrot/ griin), wodurch Caspase-9 und schliefdlich die Effektor-Caspasen-3 und -7 aktiviert
werden. Der apoptotische Prozess kann Uber die endogenen Apoptose-Inhibitor-Proteine
(IAPs, dunkelgelb) antagonisiert werden, welche Caspasen Uber direkte Bindung zu inhibieren
vermogen. Smac/DIABLO (dunkelgelb) wird ebenfalls wahrend der Apoptose ins Zytoplasma
ausgeschuttet und wirkt als Negativ-Regulator der IAPs. Ebenso ist eine Inhibition der
Apoptose durch FLIP (dunkelgelb) mdglich, welches Caspase-8 zu hemmen vermag. BAX,
Bcl2 associated X-Protein; FADD, FAS-associated death domain; FLIP, FLICE-inhibited
Protein; |AP, Inhibitors of Apoptosis; BID, BH3 interacting domain death agonist; tBID,
truncated BID; Smac/DIABLO, Second Mitochondria-Derived Activator of Caspases/ Direct
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IAP-Binding Protein With Low PI. Weiter Erlauterungen siehe Text. (Hotchkiss und Nicholson
2006)

1.3.1 Extrinsischer Signalweg der Apoptose

Der extrinsische Signalweg leitet die Apoptose Uber transmembrane
Oberflachenrezeptoren wie Fas (CDgs/ APO1) und TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor)
ein (Budd 2002, Kichev et al. 2014). Nachdem ein spezifischer Ligand (TNF-a) an Fas bindet,
findet eine Trimerisierung bzw. Oligomerisierung des FAS-Rezeptors statt, wodurch die
Bildung des DISC (Death Inducing Signal Complex), initiiert wird. Dieser besteht aus dem Fas-
Adapterprotein FADD (Fas Associated Death Domain), der Uber seine DD-Doméane (Death
Domain) intrazellular an Fas bindet und Gber die DED-Doméane (Death Effector Domain) die
apikalen Procaspasen-8 und -10 rekrutiert (Budd 2002, MacFarlane 2003). Bindet TRAIL
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) an einen seiner Zielrezeptoren (DR4, DRs), findet
eine Aktivierung der Caspasen-8 und -10 ebenfalls tber DISC statt (Ndebele et al. 2008).
Diese aktiven Caspasen induzieren wiederum die Spaltung der Pro-Caspasen-3, -6 und -7,
die dann als Effektoren der Apoptose wirken, in dem sie in ihrer aktiven Form zellulare
Komponenten wie die Lamine der Kernmembran und Proteine des Zytoskeletts abbauen und
die Degradation der DNA durch DNAsen ermdglichen (Rao et al. 1996, Hofmann et al. 1997,
Kothakota et al. 1997). Zusatzlich kann Caspase-8 parallel das Bcl-2-(B-cell lymphoma 2)
Homolog Bid (BH3 interacting-domain death agonist) zu tBid (truncated Bid) spalten, wodurch

zeitgleich die mitochondriale/ intrinsische Apoptose induziert wird (Li et al. 1998).

1.3.2 Intrinsischer Signalweg der Apoptose
Der intrinsische Signalweg wird durch Stresssignale wie Hitze, virale Infektionen,
Hypoxie oder eine zu hohe intrazellulare Kalziumkonzentration aktiviert (Mattson und Chan
2003). Im Mittelpunkt stehen hier die Mitochondrien, die als ,Kraftwerke” der Zelle essentiell
fur den Energiestoffwechsel des Organismus sind (Henze und Martin 2003). Tritt ein solches
Stresssignal auf, kommt es an der dufReren mitochondrialen Membran zu einer Anlagerung
von Homodimeren pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2 Familie (Bax, Bid, Bak, Bad) (Vinay
Kumar 1998). Dadurch erhéht sich die Permeabilitit der Membran und weitere pro-
apoptotische Faktoren wie Smac/ DIABLO und Cytochrom ¢ werden in das Zytoplasma frei
gesetzt (Fesik und Shi 2001). Die zugrundeliegenden Mechanismen, konnten bisher allerdings
nicht im Detail geklart werden. Man geht jedoch davon aus, dass es sich um einen speziellen
lonen-Kanal handelt (MAC: Mitochondrial Apoptosis-Induced Channel), der kurz vor Eintreten
der Apoptose in der auReren Membran der Mitochondrien gebildet wird (Dejean et al. 2006).
14
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Ist Cytochrom c schlie3lich im Zytoplasma, verbindet es sich mit Apaf-1 und formt Gber seine
CARD-Domane (Caspase Activation and Recruitment Domain) gemeinsam mit der aktivierten
Caspase-9 in einem Verhéltnis von 1:1:1 einen speziellen Multiproteinkomplex, das
Apoptosom (Zou et al. 2003). Dieses spaltet und aktiviert dann die Effektor-Caspasen-3, -6
und-7 (Srinivasula et al. 1998). Sind letztere erst einmal aktiv, verlauft die Apoptose im

Weiteren wie bereits unter 1.3.1 beschrieben.

1.4 Caspasen

Caspasen gehoren zur Familie der Cysteinproteasen, welche eine wichtige Rolle in der
Initialisierung und dem Prozess der Apoptose spielen, aber auch wahrend der Nekrose- oder
im Rahmen von Entziindungsreaktion auftreten (Alnemri et al. 1996). Caspasen (Cystein-
Aspartat-spezifische Proteasen) tragen an ihrem aktiven Zentrum ein Cystein-Rest und
spalten ihr Substrat nahe der Aminosaure Aspartat (Fiandalo und Kyprianou 2012). Je nach
Funktion im Ablauf der Apoptose werden sie in die Gruppe der Initiatoren (Caspase-2, -8, -9,
-10) oder der Effektoren (Caspase-3, -6, -7) eingeteilt (Green 1998). Effektor-Caspasen liegen
als Dimere vor und werden erst durch enzymatische Prozessierung aktiviert. Initiator-
Caspasen hingegen werden als monomere Zymogene translatiert, deren Dimerisierung und
somit aktive Form, erst durch formierte Proteinkomplexe wie dem beschriebenen Apoptosom
oder DISC, induziert wird (Boatright et al. 2003, Olsson und Zhivotovsky 2011).

Zwar zeigen jlingste Studien, dass jede Caspase nach ihrer Aktivierung eine eigens
definierte Funktion besitzt, dennoch sind diese bisher noch nicht in vollem Umfang untersucht
(Brentnall et al. 2013). Caspase-8, wie auch die Caspasen-3, -7 und -9 stehen auf Grund ihrer
zentralen Rolle im Mittelpunkt vieler Forschungsarbeiten. Caspase-8 ist beispielsweise nicht
nur ein Teil der extern induzierten Apoptosekaskade, sondern als elementar flr einen
adaquaten Ablauf der Apoptose selbst anzusehen. In Abwesenheit von Caspase-8 sind die
Zellen weniger anfallig fur exogene ,Todessignale® (Krelin et al. 2008). In Tumorzellen findet
sich daher haufig eine veranderte Regulation der Caspase-8 auf Transkriptionsebene oder
sogar eine komplette Deletion des kodierenden Gens (Teitz et al. 2000). Caspase-9 ist
essentiell fur die mitochondriale Apoptose, hochspezifisch und spaltet nur eine geringe Anzahl
an Proteinen. Darunter befinden sich u.a. die Pro-Caspasen-3 und -7 sowie das pro-
apoptotische Bid. Durch die Spaltung von Bid zu tBid, entsteht eine positive Riickkopplung
zwischen der Aktivierung von Caspase-9 und der Produktion von pro-apoptotischem ROS
(Reactive Oxygen Species) (Brentnall et al. 2013).

Caspase-3 und -7 sind als Haupteffektoren der Apoptose flir den grofdten Teil der
proteolytischen Mechanismen verantwortlich, welche die Fragmentierung der Zelle und damit

den typischen Phanotyp auslosen, durch welchen die Apoptose urspriinglich identifiziert wurde
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(Wyllie 2010). Im Gegensatz zu Caspase-7 wird Caspase-3 nicht nur durch Caspase-9,
sondern auch durch Caspase-8 reaktiviert (Degterev et al. 2003). Dennoch sind sich beide
Caspasen in ihrer Struktur sehr dhnlich und zeigen ebenfalls eine identische Substratspezifitat
(Kumar 2007). Zu den Substraten der Caspasen gehdren neben Strukturproteinen auch
Signal- und DNA-Reparaturmolekile (Fischer et al. 2003). Das in DNA-Reparatur und
Stabilitat involvierte Enzym PARP-1 (poly ADP-ribose polymerase), war das erste identifizierte
Substrat von Caspase-3 und -7 (Alenzi et al. 2010). Weitere Substrate sind in Tabelle 2

aufgelistet.

Tabelle 2 — Zielproteine der Caspasen-Spaltung
Eine Auswahl wichtiger Substrate der Caspase-Spaltung, getrennt nach ihrer zellularen

Funktion bzw. Lokalisation.

ZIELPROTEINE (SUBSTRATE VON CASPASEN)

Actin, [-catenin, fodrin, gelsolin, gas2,
keratin

Lamin, Rb, Spl, IkB-a, DNA-PK, PARP,
Mdm?2, Histon H1, Topoisomerase I und II
Procaspasen, Bcl-2, Bcel-xL, p28, Bap3l,
MEKK1, Huntington, XIAP, Livin

Tabelle modifiziert nach Quinn L.Deveraux 1999, Boaz Nachmias 2003

Da fur die zellulare Homdostase insbesondere das balancierte Gleichgewicht zwischen
dem Zelltod und dem Zelliberleben essentiell ist, wird dieses von zahlreichen Proteinen auf
einer Vielzahl von Ebenen kontrolliert und reguliert (Galban et al. 2008, Vucic 2012). In diesem
Kontrollsystem nimmt die Proteinfamilie der ,/nhibitors of Apoptosis“ (IAPs) einen besonderen
Platz ein (Vucic 2012).

1.5 Inhibitoren der Apoptose (IAPs)

Seitdem vor Uber 20 Jahren die ersten Apoptose-Inhibitoren der IAP-Familie in
Baculoviren als deren Schutz vor zu schnellem Zelltod nach Virusinfektion, gefunden wurden,
konnten bis heute weitere Mitglieder dieser Familie in Hefen, Fliegen und héheren Vertebraten
beschrieben werden (Crook et al. 1993). Charakteristisch fur alle 1APs sind spezielle

Sequenzmotive, die BIR (Baculoviral IAP Repeat) Domanen. IAPs tragen im N-terminalen
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Bereich mindestens eine und maximal drei dieser Domanen. BIR-Domé&nen bestehen aus
ungefahr 70 Aminosauren und beinhalten in ihrem hydrophoben Kern eine Zinkfinger-Domane,
welche durch ein Histidin und drei Cystein-Reste koordiniert wird (Andersen et al. 2004). Des
Weiteren konnen die IAPs anhand der BIR-Doméane mit Proteasen wie zum Beispiel den
Caspasen interagieren und diese so inhibieren (Eckelman et al. 2006).

Am C-Terminus der IAPs findet sich in der Regel meist eine CARD- (Caspase-
Associated Recruitment Domain) und eine RING (Really Interesting New Gene)-Domane. Die
CARD-Domane kann ebenfalls Caspasen binden und tragt zu deren Inhibition bei, dennoch
ist bis heute eine genaue Funktion dieser Domane in IAPs weiter unklar (Vaux und Silke 2005).
Die RING-Domane hingegen tragt nachgewiesenermalien einen grolten Teil zur anti-
apoptotischen Wirkweise der IAPs bei, indem sie E2 Ubiquitin-konjugierte Enzyme binden und
das Ubiquitin auf ein Zielsubstrat tbertragen kann (Joazeiro et al. 1999, Lorick et al. 1999).
Somit erflillen IAPs eine Funktion als E3-Ligase und besitzen die Fahigkeit ihre direkten
Substrate (z.B. Caspasen) zu ubiquitinylieren, damit diese dann im 26S Proteasom abgebaut
werden (Jesenberger und Jentsch 2002). Durch ihre Affinitat zur Bildung von Homodimeren
und Heterodimeren mit den Caspasen-3, -7 und -9, sind die IAPs dartber hinaus in der Lage
die mitochondriale und rezeptorvermittelte Apoptose zu inhibieren (Galban et al. 2008). Bis
heute konnten im Menschen Uber die oben beschriebenen strukturellen Eigenschaften acht
verschiedene |APs identifiziert werden (Abb. 6).

Mammals
o m 4,845 A
Bruce/Apollon [ | BIR._| 1l S 528 kDa
LY |
236 As
ILP2 | BIR | 33 kDa
ML-AP/Nin [ [ B ;1 36/38 kDa
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T == = 0 = - < /i MBAS 60 kpa
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Abb. 6 — Schematische Darstellung der Inhibitoren der Apoptose-Proteinfamilie

Bis heute sind acht verschiedene Mitglieder der IAP-Familie im Menschen identifiziert worden.
Sie sind grundsatzlich charakterisiert durch ihre N-terminalen BIR- (hellgrau, tlrkis, magenta)
und C-terminalen RING-Doménen (dunkelgrau). Der rote Bereich markiert die Region
zwischen der ersten und zweiten BIR-Domane die zur Interaktion mit Caspase-3 und -7 wichtig
ist. Einzig Survivin, das kleinste IAP, tragt keine RING-Domaéane. Eine andere Besonderheit
zeigen c-IAP1 und c-IAP2, da sie zur Caspase-Interaktion eine CARD (Caspase-Recruiting) -
Domane (dunkelgrau) besitzen. Angegeben sind zusatzlich die Anzahl der Aminosauren (As)
und das Molekulargewicht in kDa. Abbildung modifiziert nach (Riedl und Shi 2004).

1.5.1 Survivin

Survivin/BIRCS5 ist ein Mitglied der IAP-Familie. Es wird wahrend der embryonalen und
fetalen Entwicklungsphase exprimiert und zeigt eine hohe Expression in vielen Tumorzellen
(Tanaka et al. 2003, Stauber et al. 2007). Im Vergleich zu anderen IAPs zeigt Survivin
einzigartige strukturelle Eigenschaften, durch welche es sich von den anderen Mitgliedern
dieser Proteinfamilie abgrenzt. Bestehend aus 142 Aminosauren und mit einem
Molekulargewicht von 16,5 kDa ist Survivin das kleinste IAP (Altieri 2010). Neben der N-
terminalen BIR-Domane findet sich anstelle der sonst charakteristischen RING-Domane eine
lange a-Helix am C-Terminus (Abb. 7). Nach der Transkription kénnen durch alternatives
Spleillen zusatzlich zum Wildtyp, vier weitere Isoformen (2a-Survivin (74 AS), 2B-Survivin (165
AS), SurvivinA3 (137 AS) und 3B-Survivin (120 AS)) mit ahnlicher oder auch vollig
unterschiedlicher Funktion entstehen, welche ebenso diverse Einflisse auf die
Krebsentstehung haben kdnnen (Knauer et al. 2007, Vegran et al. 2011). Abgesehen davon,
wird die biologische Funktion von Survivin weiterhin Uber posttranslationale Modifikationen
reguliert, aber auch durch dessen Eigenschaft, zwischen dem Kern und dem Zytoplasma der
Zelle durch passive Diffusion und aktiven Export, hin- und herwandern zu kénnen (Knauer et
al. 2007, Altieri 2010). Seine zwei wichtigsten Funktionen erfullt Survivin als Apoptose-Inhibitor
und wahrend der Mitose als Teil des CPC (Chromosomal Passenger Complex), durch welchen
der geregelte Ablauf der Zellteilung gewahrleistet wird (Coumar et al. 2013). Ein intrinsisches,
Leucin-reiches  Exportsignal (NES) erméglicht es  Survivin  entgegen eines
Diffusionsgradienten aktiv aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert zu werden. Dieser
Transport wird Uber die molekulare Interaktion mit dem Exportrezeptor Crm1 (Chromosome
Region Maintenance 1) vermittelt. Die Wechselwirkung zwischen Crm1 und Survivin ist jedoch
nicht nur flr den aktiven nuklearen Export essentiell, sondern auch fiir die Lokalisation des

CPC an die Centromere der Chromosomen, wodurch eine geregelte Mitose stattfinden kann.
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Somit ist das vorhandene NES von enormer Bedeutung fur beide Funktionen (Stauber et al.
2007).

NES (89-98)
1 :i BIR (1-97) : a-Helix (98-142) :142
dimer interface dimer interface 1n" 117(P

(6-10) (89-102)
EDED

Abb. 7 — Schematische Darstellung der Domanenorganisation von Survivin

Survivin besitzt nur eine BIR-Domane (dunkelblau) und eine C-terminale a-Helix (dunkelgrin).
Survivin interagiert mit den CPC-Proteinen Aurora B, INCENP und Borealin (grin) tber die
dargestellten Aminosaurebereiche und gewahrleistet so den korrekten Ablauf der Mitose, u.a.
unter der Beteiligung einer Aurora B vermittelten Phosphorylierung von Survivin an Thry47. Die
Interaktion mit dem Transportrezeptor Crm1 (griin) wird Uber das intrinsische nukleare
Exportsignal (NES; gelb) vermittelt. Die Bereiche, welche die Homodimerisierung des Proteins
vermitteln (rot), sind gleichzeitig essentiell fir die Interaktion mit INCENP und Borealin.
Aminosaure-Positionen sind in Klammern angegeben. Abbildung nach Elisabeth Schroder und
Britta Unruhe.

Aufgrund der fehlenden RING-Domane wurde viel Uber die anti-apoptotischen
Eigenschaften von Survivin diskutiert und wie diese vermittelt werden kénnten. So koénnte
Survivin die anderen Mitglieder der IAP-Familie in ihrer Funktion unterstltzen, wie
beispielsweise fiir die Interaktion von Survivin mit XIAP gezeigt. Uber diese Interaktion ist
Survivin in der Lag, dessen Ubiquitinylierung und proteasomalen Abbau zu verhindern (Dohi
etal. 2004). Zudem kann Survivin mit dem XIAP-Inhibitor Smac/ DIABLO physisch interagieren

und diesen so daran hindern den Caspase-9/ XIAP — Komplex zu l6sen (Cheung et al. 2013).
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1.5.2 XIAP

Ein weiteres Mitglied der IAP-Familie ist das primar zytoplasmatisch lokalisierte
XIAP/BIRC 4 (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein). Mit einem Molekulargewicht von 55 kDa,
zahlt XIAP zu den gréRReren Vertretern der Familie und gilt unter ihnen als eines der starksten
Negativ-Regulatoren des programmierten Zelltods. Im Vergleich zu gesunden Zellen ist seine
Expression vergleichbar zu Survivin in Tumorzellen stark erhdht, was es so zu einem weiteren
wichtigen Zielprotein in der Tumorbekdmpfung macht (Kashkar 2010).

Uber eine direkte Interaktion mit den Caspasen-3, -7 und -9, induziert es deren
proteasomalen Abbau und kann so den intrinsischen wie auch den extrinsischen Apoptose-
Weg maRgeblich beeinflussen (G.Korneluk 2001, Eckelman et al. 2006). Uber die BIR-
Doménen 1 und 2 bzw. die dazwischenliegende Region wird die Bindung an die Caspasen-3
und -7 vermittelt, wohingegen Caspase-9 an BIR3 bindet (Abb. 8) (Galban und Duckett 2009).
Allerdings kann XIAP als Resultat der Fas-induzierten Apoptose auch von den Caspasen-3
und -7 selbst gespalten werden und als Konsequenz einen Teil seiner anti-apoptotischen
Funktion verlieren (Quinn L.Deveraux 1999).

Weiterhin ist belegt, dass XIAP nicht nur eine wichtige Position in der Regulation der
Apoptose einnimmt, sondern auch an weiteren zelluldren Signalkaskaden beteiligt ist. Dazu
zahlen die Aktivierung von NF-kB und JNK (Sanna et al. 1998, Hofer-Warbinek et al. 2000),
eine mogliche Funktion bei der angeborenen Immunabwehr (Bauler et al. 2008) sowie der
Kupferhomoostase, Hypoxie und Mitose (van De Sluis et al. 2002, Mufti et al. 2006, van de
Sluis et al. 2007). Jingste Studien haben indes belegt, dass ein Funktionsverlust von XIAP
sehr haufig bei Patienten gefunden wird, die eine X-chromosomale lymphoproliferative
Erkrankung (XLP) aufweisen (Rigaud et al. 2006). Dies eroffnet neue
Forschungsmoglichkeiten, um so ein detaillierteres Verstandnis der physiologischen
Funktionen von XIAP zu erlangen. XIAP scheint darlber hinaus, ebenso wie viele andere
Proteine, in seiner intrinsischen biologischen Aktivitat durch Dimerisierung, Phosphorylierung,
proteolytischer Spaltung sowie subzellulare Kompartimentierung, moduliert zu werden
(Galban und Duckett 2009). In diesem Zusammenhang ist die Interaktion von XIAP mit dem
Tumorsuppressor XAF1 (XIAP-Associated Factor 1) zu nennen, welches an XIAP zu binden
vermag. So soll dessen gegen die Caspasen gerichtete Aktivitat verhindert und Uber die
Komplexbildung (XIAP-XAF 1) der proteasomale Abbau von Survivin geférdert werden (Arora
et al. 2007).
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Abb. 8 — Schematische Darstellung der Domanenorganisation von XIAP

Uber die BIR-Doméanen (dunkelblau) kann XIAP die intrinsische und extrinsische Apoptose
inhibieren. Uber die direkte Interaktion mit den Caspasen-3, -7 und -9 (griin) wird deren
proteasomaler Abbau Uber die E3-Ligase-Aktivitat der RING-Doméane (hellblau) vermittelt.
Dabei kénnen pro-apoptotische Regulatoren wie XAF1 (tlrkis) und Smac/ DIABLO (gelb)
ebenfalls Uber die BIR- bzw. RING-Domane/ ZINK-Finger an XIAP binden und so dessen anti-
apoptotische Wirkweise unterbinden. Ubiquitin kann Uber die UBA-Domane (Ubiquitin-
Binding-Associated-Domain) (rot) an XIAP binden. Fur die Aktivierung von NF-kB ist die
Interaktion mit TAB1 (griin) Uber BIR1 ausschlaggebend. Aminosaure-Positionen sind in

Klammern angegeben. Abbildung modifiziert nach Galban und Duckett, 2009 sowie Tse 2012.

1.5.2.1 XAF1

XAF1 (XIAP-Associated Factor 1) ist ein 34 kDa grolRes Interferon (INF-) induzierbares
Protein, welches in normalem Gewebe ubiquitar exprimiert wird, in Tumorzellen hingegen nur
in sehr geringe Mengen vorkommt. Zunachst wurde XAF1 als wichtigster Interaktionspartner
und Negativ-Regulator von XIAP identifiziert. Bindet XAF1 an XIAP, wird letzteres aus dem
Zytoplasma in den Kern transloziert und dort eingelagert (Peter Liston und Tamai 2001).
Weiterhin wird vermutet, dass XAF1 Uber eine C-terminale RBD-Domane (Ring Binding
Domain) auch die anderen Mitglieder der IAP-Familie zu binden und so die Apoptose
voranzutreiben vermag (Tse et al. 2012, Zou et al. 2012). Da Survivin keine RING-Domane
besitzt, wurde bislang auch keine Interaktion mit XAF1 beschrieben.

Jingst wurde belegt, dass Zellen, welche XAF1 verstarkt exprimieren, besonders
sensitiv auf TNF-a reagieren und vergleichsweise schnell apoptotisch werden. Obwohl XAF1
als nukleares Protein beschrieben wurde, findet es sich nach TNF-a Induktion an den
Mitochondrien und initiiert sowohl die Ausschiittung von Cytochrom c ins Zytoplasma als auch
die Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax und leitet so XIAP-unabhangig die

intrinsische Apoptose ein (Xia et al. 2006, Straszewski-Chavez et al. 2007). Somit scheinen
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die pro-apoptotischen Funktionen von XAF1 weitreichender zu sein als bisher angenommen
und es bedarf weiterer Untersuchungen, um die zugrundeliegenden molekularen

Mechanismen besser zu verstehen (Tse et al. 2012).

1.5.3 Livin

Als weiteres Mitglied der IAP-Familie nimmt Livin/ BIRC 7 eine wichtige Rolle in der
Regulation der Apoptose, der Zellproliferation und der Zellzykluskontrolle ein (Yan 2011). Livin
wurde erstmalig in malignen Melanomen identifiziert und wird daher auch ML-IAP (Melanoma-
IAP) genannt (Vucic et al. 2000, Franklin et al. 2003). Von Livin sind zwei Spleillvarianten
bekannt: Livin-a (298 As/38 kDa) und Livin-B (280 As/36 kDa), welche jeweils nur eine N-
terminale BIR- und eine C-terminale RING-Domane tragen (Abb. 9) (Ashhab et al. 2001).
Beide Isoformen werden im adulten Gewebe, besonders aber in Herz, Plazenta und Lunge
exprimiert. Nur Livin-a findet sich in Lymphozyten, dem Gehirn und in Skelettmuskeln,
wohingegen Livin-B auch in foétalem Gewebe exprimiert wird und flir die Embryonalentwicklung
von Bedeutung ist (Gazzaniga et al. 2003). Obwohl fiir viele Tumorarten (Darmkrebs,
Leukamie, Blutkrebs, Hautkrebs) eine vermehrte Livin-Expression beschrieben wurde, ist nur
die a-Form in einigen Melanom- und Lymphom-Zelllinien zu detektieren (Yagihashi et al.
2005).

Wie auch XIAP interagiert Livin mit den Caspasen-3, -7 und -9 und verhindert damit
deren proapoptotische Wirkweise. Des Weiteren kann Livin Smac/DIABLO binden und so
davon abhalten andere IAPs zu inhibieren (Ma et al. 2006). Die Wechselwirkung zwischen
Livin und Smac/DIABLO ist allerdings von einer negativen Rulckkopplung gepragt.
Smac/DIABLO wird namlich nicht nur von Livin inhibiert, sondern wirkt auch als Gegenspieler
von Livin und férdert dessen Degradation (Vucic et al. 2002). Eine weitere Gemeinsamkeit der
beiden IAPs besteht darin, dass Livin wie auch XIAP von den Effektor-Caspasen -3 und -7
proteolytisch gespalten werden kann. Dabei entsteht eine grofe C-terminale Untereinheit
(tLiviniong), welche weiterhin die komplette BIR- und RING-Domane tragt und nicht nur ihre anti-
apoptotische Funktion verliert, sondern im Gegenteil pro-apoptotisch wirken kann (Boaz
Nachmias 2003). In in vivo-Experimenten konnte die Spaltung von Livin durch natirlichen
Killerzellen (NK) und damit ein vermindertes Tumorwachstum induziert werden. Da Livin nicht
nur anti- sondern auch pro-apoptotische Funktionen erfillt, wird in diesem Zusammenhang
mehr von einem Apoptose-Regulator und nicht nur einem Inhibitor gesprochen (Abd-Elrahman
et al. 2009).
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Abb. 9 — Schematische Darstellung der Domanenorganisation von Livin

Livin besitzt eine N-terminale BIR- (dunkelblau) und eine C-terminale RING-Domaéane
(hellblau)/ ZINK-Finger (schwarzer Strich) mit E3-Ligase Aktivitat. Die BIR-Domane vermittelt
die direkte Interaktion mit den Caspasen-3, -7 (griin) sowie mit Smac/ DIABLO (gelb) und
inhibiert somit deren pro-apoptotischen Funktionen. Im N-terminalen Bereich befindet sich
neben zwei helikalen Bereichen und einer Glutamin-reichen Region (Poly-Glu) auch die
Spaltstelle fur die Caspasen-3 und -7 (Motiv. DHVD/G). Aminosaure-Positionen sind in

Klammern bzw. tiefgestellt angegeben. Abbildung modifiziert nach (Boaz Nachmias 2003).

1.6 Nukleo-Zytoplasmatischer Transport

Eine entscheidende Eigenschaft eukaryontischer Zellen ist deren Trennung in Nukleus
und Zytoplasma, welche durch die Kernhille aufrechterhalten wird. Diese ist ein
Doppelmembran-System mit einer hoch-selektiven Durchlassigkeit flir verschiedenste
Molekile. Der Materialaustausch zwischen diesen beiden Kompartimenten findet nur an daflr
vorgesehenen, die Kernmembran durchziehenden Transportkanalen, den
Kernporenkomplexen (NPC: Nuclear Pore Complexes), statt (Ferrando-May 2005). Der NPC
besteht grob aus drei Substrukturen, den zytoplasmatischen Fibrillen, dem zentralen Gerist
und dem nukledren Korb. Das zentrale Gerust besteht aus beinahe 30 unterschiedlichen
Proteinen, den sogenannten Nukleoporinen (NUPs). Ein Drittel dieser NUPs zeigt eine
ungefaltete Struktur und besteht aus zahlreichen Phenylalanin-Glycin (FG) reichen Domanen
(Cronshaw et al. 2002, Strawn et al. 2004). Es finden sich bis zu 50 FG-Wiederholungen im
NPC, welche durch hydrophile Aminosauresequenzen voneinander getrennt sind (Denning
und Rexach 2007) (Abb. 10). So wird von den NUPs eine Permeabilitdtsbarriere aufgestellt,
welche den Transport von spezifischen Proteinen durch die Kernpore vermittelt, den Eintritt/

Austritt unspezifischer Proteine allerdings verhindert. Der Aufbau und der genaue
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Wirkmechanismus dieser Barriere sind noch immer Gegenstand zahlreicher
Forschungsbemuihungen (Strambio-De-Castillia et al. 2010).

In einem der derzeit prominentesten Modelle, wird von einer hydrophoben Interaktion
der FG-NUPs untereinander ausgegangen, wodurch sich aus diesen ein dreidimensionales
Netzwerk ausbildet, ahnlich einem molekularen Sieb (Frey und Gorlich 2009). Dieses sog.
Hydrogel verhindert den Durchtritt von Makromolekilen, deren GréfRRe die ,Maschenweite®
Ubertrifft. Eine Passage grofl3er Molekile ist daher nur mdglich, wenn die Vernetzung des Gels
kurzzeitig aufgebrochen wird. Hierzu missen die zu transportierenden Proteine zunachst an
entsprechende Transportrezeptoren binden. Diese sind wiederum in der Lage die schwachen
hydrophoben Wechselwirkungen der NUPs untereinander zu 16sen und somit den Durchtritt

der Transportkomplexe zu ermdglichen (D'Angelo und Hetzer 2008).

Central Cytoplasmic
tube filaments
Cytoplasmic
FG nups
Core{ Outer ring '5\/- \'( Syfnmetric
scaffold | Inner ring Q._/“ e FG nups

Lumenal ring \d 2‘ . fOCbV Nuclear
}—\_'”': envelope

Pore __—
membrane 0") S D
Nucleoplasmic LL\ Linker
FG nups nups
Nuclear
basket

Abb. 10 — Schematische Darstellung eines Kernporenkomplexes

Der Kernporenkomplex durchzieht die Kernmembran und kann grob in drei Kompartimente
unterteilt werden: Die zytoplasmatischen Fibrillen (rot), das zentrale Geflecht, bestehend aus
dem inneren (violett), aufderen (gelb) und lumenalen (orange) Ring und dem nuklearen Korb
(blau). Innerhalb der Pore finden sich bis zu 30 unterschiedliche Proteine, sog. Nukleoporine

(NUPs), welche fur die selektive Permeabilitat verantwortlich sind. (Wente und Rout 2010).
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Kleine Molekiile, die eine Grofke von 20 kDa nicht tberschreiten, kbnnen passiv durch
das FG-Netzwerk des NPC diffundieren. Abhangig von der Oberflachenstruktur der zu
transportierenden Fracht kénnen auch Makromolekile bis zu einer GroRe von ungefahr
60 kDa, den NPC passiv durchqueren (Wang und Brattain 2007). Ansonsten werden fir den
aktiven Transport groRerer Molekiile spezifische Signale bendtigt. Der aktive Transport ist
jedoch effektiver und im Gegensatz zu passiven Diffusionsprozessen regulierbar. Bei den
entsprechenden Signalen handelt es sich um definierte intrinsische Proteinsequenzen, welche
entweder den Kernimport (NLS: Nuclear Localization Signal) oder den Kernexport (NES:
Nuclear Export Signal) vermitteln. Uber diese spezifischen Sequenzbereiche kénnen die
Frachtmolekiile dann von in Losung befindlichen und je nach ihrer Funktion als Importine,
Exportine oder Transportine bezeichneten Adapterproteine, erkannt und durch transiente
Interaktion mit den FG-Nups durch die NPCs der Kernmembran transportiert werden (Stewart
2007, Lim et al. 2008).

Die Transportrezeptoren gehdren zur Superfamilie der B-Karyopherine, welche durch
eine N-terminale Ran-GTP Bindedomane charakterisiert sind. Aktuell sind 20 3-Karyopherine
im Menschen bekannt, von denen Importin-g zu den am besten untersuchten Vertretern zahit
(Bischoff und Gorlich 1997). Hinsichtlich des klassischen Importwegs bendtigen Proteine ein
NLS, welches zundchst mit Importin-a als Adapter gebunden wird und dann Uber seine IBB-
Doméne (Importin-B Binding Domain) mit Importin-B interagiert. Dieser Importin-a/-B/NLS
Komplex wird anschlielend durch die Interaktion der FG-Nups mit Importin-f durch die
Kernpore transportiert (Patel et al. 2007). Ebenso existieren Beispiele von Importin-f
unabhangigem Import, indem Importin-a dann nicht als Adapter sondern selbst als
Transportrezeptor fungiert (Miyamoto et al. 2002, Kotera et al. 2005). Als Quelle der bendétigten
chemischen Transportenergie und Richtungsweiser des aktiven Transports fungiert die kleine
GTPase Ran, welche entweder GTP- oder GDP- gebunden vorliegen kann. In der Zelle wird
Uber die distinkte subzelluldre Lokalisation der hierfir verantwortlichen Faktoren ein Ran-
Gradient aufgebaut, welcher schlieBlich die Direktionalitdit des Transports steuert. Die
Anwesenheit von RanGEF (Ran Guanine Nucleotid Exchange Factor) fuhrt Uber den
Austausch von GDP zu GTP zu einer hohen Konzentration von RanGTP im Zellkern
wohingegen im Zytoplasma RanGAP (GTPase-Activating Protein) unter Beteiligung von
RanBP1/2 (Ran binding protein 1/2) GTP zu GDP hydrolysiert (Matunis et al. 1998). Nach
Import des im Zytoplasma in Anwesenheit von so gebildetem RanGTP formierten Rezeptor-
Kargo-Komplexes (Kargo: Transportsubstrat), dissoziiert dieser im Kern in Anwesenheit von
RanGTP. Andererseits wird RanGTP im Kern zur Ausbildung der Exportkomplexe und deren
Transport Uber den NPC zu vermitteln bendétigt (Richards et al. 1997) (Abb. 11). Die GTPase
selbst ist ebenfalls in der Lage, in der Zelle zu wandern: RanGDP kann Uber den nukledren
Transportfaktor 2 (NTF2) in den Zellkern reimportiert und dort schlieBlich durch RanGEF zu
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RanGTP konvertiert werden. RanGTP vermittelt zudem Uber die Bindung des sog. CAS
(Cellular Apoptosis Susceptibility)-Rezeptors die Dissoziation der Importkomplexe sowie den

Export der Importine ins Zytoplasma der Zelle.

Cargo-NES RanGDP
RanGDP an
Importin PC2r9-NLS
A
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‘ | [ [ ' ! [ Zytoplasma
0, H(H) 0, 1130 4=
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Abb. 11 — Schematische Darstellung des nukleo-zytoplasmatischen Transport-Zyklus

Nuklearer Import findet Gber die Importrezeptoren Importin-a/ -B statt (rosa), welche das NLS
am zu transportierenden Protein (violett) in Anwesenheit von RanGTP (dunkelgrin) im
Zytoplasma erkennen. Der Importin-NLS-Protein-Komplex transloziert in den Kern, wo er in
Anwesenheit von RanGTP Uber die Bindung des Export-Rezeptors CAS zerfallt und die
Importine so zurlck ins Zytoplasma transportiert werden. RanGAP hydrolysiert im Zytoplasma
RanGTP zu RanGDP (hellgrin) und induziert so die Auflésung des Importin-CAS-Komplexes.
Im Zellkern vermittelt RanGEF den Austausch von Ran-gebundenem GDP zu GTP, wodurch
NES-tragende Proteine (hellgrau) an den nukledren Export-Rezeptor Exportin1/Crm1
(dunkelblau) binden kénnen. Eine Hemmung dieser Interaktion durch chemische Inhibitoren
(rot) fUhrt daher zu einer Blockade des Exports. Nach dem Transport des Komplexes ins
Zytoplasma dissoziiert der Komplex dort nach Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP und
Exportin1/Crm1 gelangt tiber direkte Interaktion mit den Nukleoporinen zuriick in den Zellkern.
RanGDP wird durch NTF2 zurtick in den Nukleus transportiert und wiederum iber RanGEF
zu RanGTP konvertiert (Fetz et al. 2009). Weitere Erlauterungen und Abklrzungen siehe Text.
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1.6.1 Kernexport/ Crm1

Durch die raumliche Trennung von Kern und Zytoplasma muss, an der Kernmembran
ein stetiger Austausch an Molekilen stattfinden, die im jeweiligen Kompartiment benétigt
werden. Ob die Molekule dabei passiv durch die NPCs diffundieren oder aktiv transportiert
werden, hangt wie bereits erwahnt von der Grélke sowie der Oberflachenbeschaffenheit des
jeweiligen Molekiils/ Proteins ab (s. Kap. 1.6) (Guttler und Gérlich 2011).

Wie ebenfalls im Vorfeld angedeutet, wird der aktive Transport zwischen Zytoplasma
und Zellkern, durch Proteine der Karyopherin-p-Familie vermittelt. Von denen bis heute acht
in hdheren Eukaryonten, spezifisch flir den Export, identifiziert werden konnten. Namentlich
werden sie nach der Richtung des von |Ihnen vermittelten Transports als Exportine oder
Transportine bezeichnet (Tab. 3). Weiterhin werden Exportine nach ihren mehr oder minder
spezifischen Substraten unterschieden. CAS/Exportin 2 ist beispielsweise hdchst selektiv fur
den retrograden Export von Importin-a und fuhrt es zurtck ins Zytoplasma. (Kutay et al. 1997).
Crm1/ Exportin 1 bindet dagegen eine aullerst diverse Anzahl an Substraten. Deren
Erkennungs-Sequenzen, die nuklearen Exportsignale (NES) setzen sich meist aus etwa 10
Aminosauren zusammen, welche zum Grofteil hydrophobe Seitenketten aufweisen, also reich
an den Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin, Methionin oder Phenylalanin sind. Derartige
Leucin-reiche NES wurden bereits in unzahligen zellularen und viralen Proteinen
nachgewiesen und erfiillen weitreichende biologische Funktionen, wie die Kontrolle des
Zellzyklus, der Transkription und des RNA-Transports (Knauer et al. 2005).

Frihe Studien konnten Leucin-Reste im C-terminalen Bereich der entsprechenden
Sequenz als fiir deren Funktionalitat essentiellen Bestandteil identifizieren (Wen et al. 1995,
la Cour et al. 2003). Detailliertere Analysen fihrten zur Festlegung einer Konsensus-Sequenz
fur Leucin-reiche NES, durch welche generell der Grolteil Helix-enthaltender Proteine
beschrieben werden kann (Dong et al. 2009): ®* - X2.3) — ®? - X3 — P3 - X - D* (=K, V, |,
F, M; X (n) = jede As, n= Anzahl der AS) (Bogerd et al. 1996, Fornerod und Ohno 2002, la Cour
et al. 2004).

Um im Zytoplasma eine Bindung zwischen Ran-freiem Crm1 und diversen NES-
tragenden Proteinen zu verhindern, zeigen die Signale Crm1 gegenulber eine geringe Affinitat.
Die spezifischeren Transportrezeptoren CAS und Exp-t binden im Vergleich hierzu wesentlich
starker an die zu transportierenden Proteine (Kutay et al. 1998, Guttler et al. 2010). Aktuelle
Strukturdaten belegen, dass verschiedene Leucin-reiche NES Uber ihre a-helikale oder Helix
ahnlicher Struktur funf ®-Bindestellen in der hydrophoben Tasche von Crm1 belegen und
erweitern damit die strukturelle Komplexitat der Konsensussequenz, und ergibt fur das PKI-
NES: ®0-Xo-P'-X3-P2-Xo-P3-X- ®* und fiir das RevNES: QOPTPROX-p2-X,-P3-X-0* (O = K, V,
I, F, M; X, = jede As, n= Anzahl der AS). Prolin kann u.a. selbst als ®' dienen und fiigt sich

generell nicht in a-helikale Konformationen ein. Eine NES-Erkennung durch den Rezeptor
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kann allerdings auch bei einer Abweichung von der beschriebenen Konsensus-Sequenz
erfolgen. Dabei gilt: 1. solange die ®-Positionen generell optimal besetzt sind, kann auf
einzelne @ verzichtet werden, 2. Die Interaktion mit Crm1 toleriert unterschiedlich hydrophobe
Aminosauren an den ®-Bindestellen und 3. kdnnen sich zwischen der zweiten und dritten ®-

Bindestelle auch zwei oder drei Aminosauren befinden (Guttler et al. 2010).

Tabelle 3 — Exportrezeptoren in h6heren Eukaryonten

In héheren Eukaryonten konnten bislang acht verschiedene Exportine identifiziert werden.
Diese zeigen unterschiedliche Praferenzen in der Interaktion mit ihren jeweiligen
Transportsubstraten. Die Wechselwirkung zwischen Crm1 und einigen Substraten wird Uber
Adaptermolekile bewerkstelligt, da Crm1 diese nicht direkt binden kann. Zudem zeigen

manche Transportrezeptoren auch eine bidirektionale Funktion und werden demnach auch als

Transportine bezeichnet.

TRANSPORTREZEPTOR SUBSTRAT ADAPTER
- Leucin-reiche NES

- HIV1 genomische RNA HIVI1 Rev
- 60S pre-ribosomale UE NMD3

- Snurportin 1

Importin o

tRNA

- tRNA

- dsRNA Bindeproteine

- pre-miRNAs

Actin-Profilin Komplexe

- PSORhoGAP

- 14-3-3¢

Transportine

Import: Mago-Y 14

Export: eIF1A

Import. Sox2, SRY

Export: elF5A, Smad3

NES: Nukleares Export Signal; HIV, Humanes Immundefizienzvirus; RNA, Ribonukleinsaure;

UE, Untereinheit; tRNA; transfer-RNA; dsRNA, doppelstrangige RNA; miRNA, mikro-RNA;
Sox2, SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2; Smad3, Mothers against decapentaplegic
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homolog 3. Crm1, Chromosome region maintenance 1; CAS, Cellular Apoptosis Susceptibility.
Tabelle modifiziert nach Gattler und Gorlich, 2011.

Neben der Bindestelle fiir die Exportsignale besitzt Crm1 an seinem C-Terminus ein
Ran-Binde-Element, Gber welches die Interaktion mit RanGTP ermdglicht wird. Nach der
Bindung kommt es zu einer Konformationsanderung im Exportin, wodurch die Substrat-
Bindestelle aktiviert wird (Guttler und Gorlich 2011). Der RanGTP-Crm1-Substrat Komplex
wird dann von nukledren FG-Nups erkannt und ins Zytoplasma transportiert. Dort findet tGber
Nup214 und RanGAP1 unter Beteiligung von RanBP1/2 die Hydrolyse von RanGTP zu
RanGDP statt, wodurch der Transportkomplex dissoziiert und das Substrat ins Zytoplasma
entlassen wird (Guttler und Gorlich 2011, Wu et al. 2013).
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1.6.2 Crm1-Inhibitoren

Ein wichtiges Werkzeug zur Analyse von Exportsignalen ist das natrlich
vorkommende 0,54 kDa grof3e Polyketid Leptomycin B (LMB) (Schizosaccharomyces pombe),
welches ein effizienter, hoch selektiver und irreversibler Inhibitor von Crm1 ist. LMB hat ein
Molekulargewicht von 540,7 g/mol und besteht aus einer ungesattigten, verzweigten
Fettsaurekette inklusive einem terminalen Lakton-Ring. Indem es an Cyssgs in der Bindefurche
fur NES bindet (Abb. 12), kann Crm1 keine weitere NES-Interaktion eingehen (Kudo et al.
1999). Weiterhin unklar ist allerdings, ob LMB als NES-Nachahmer fungiert oder die

Konformation von Crm1 im Ganzen verandert (Sun et al. 2013).

C@ N
S ( VIE)_j

O OH

Abb. 12 — Michaelis-Addition von LMB an das Cysteins;s von Crm1
Struktur von Leptomycin B und schematische Darstellung der Michaelis-Addition an das

Cysteinszs von Crm1 (Kau et al. 2004). Weitere Erlauterungen siehe Text.

Ein ebenso potenter Inhibitor von Crm1 ist das Antibiotikum Ratjadon A (Rat A, 456,6 g/mol),
das aus dem bodenlebenden Myxobakterium Sorangium cellulosum isoliert werden konnte
(Gerth et al. 1995). Neben Rat A, sind noch drei weitere Mitglieder der Familie der Ratjadone
bekannt (Rat B/ C/ D), welche ebenfalls in der Lage sind den Crm1 vermittelten Export Gber
die Bindung an Cysss zu inhibieren. Inwieweit dies auch ber einen dem LMB vergleichbaren
irreversiblen Mechanismus vermittelt wird, ist bisher nicht genau verstanden (Kalesse et al.
2001, Koster et al. 2003, Meissner et al. 2004). So konnte zudem fiir Callystatin A (Kobayashi
1997) aus Callyspongia truncata, Kazusamycin A und B (Wolff et al. 1997), aus Streptomyces
sp. sowie Anguinomycin C aus Streptomyces sp. (Bonazzi et al. 2007), 1'S-1'-acetoxychavicol
acetate (ACA) aus Alpinia galanga (Ye und Li 2006) und Valtrat aus Valerianae Radix

(Murakami et al. 2002), eine inhibitorische Wirkung auf Crm1 nachgewiesen werden (Abb. 13).
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o
Anguinomycin

Abb. 13 — Natiirliche vorkommende Export-Inhibitoren
Bislang konnte eine Reihe natlrlich vorkommender und teils strukturell &hnlicher Inhibitoren

des zellularen Kernexports aus unterschiedlichen Spezies identifiziert werden, welche gezielt

den Exportrezeptor Crm1 hemmen. Weitere Erlauterungen und Abkirzungen siehe Text.
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1.7 Zielsetzung

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein hochspezifisches und
streng reguliertes Kontrollsystem, welches in der Entwicklung des Organismus eine
entscheidende Rolle einnimmt und ihn zeitgleich als natlrliche Barriere vor der Entstehung
von Krebs schitzen soll. Apoptose kann Uber zwei Signalwege initiert werden, dem
extrinsischen, rezeptorvermittelten und dem intrinsischen, mitochondrialen Signalweg. Die
Hauptakteure in beiden Signalkaskaden sind die pro-apoptotischen Caspasen und die anti-
apoptotischen IAPs, die wahrend der Apoptose in einem empfindlichen Gleichgewicht stehen.
Da eine Fehlregulation der hier beteiligten Proteine auch die Entstehung von Krebs
beglnstigen kann, ist es von groflier Bedeutung, deren Funktionsweise ins Detail zu verstehen.
Im Vergleich zu gesundem Gewebe findet sich in einer Vielzahl von Tumoren eine signifikant
erhdhte Expression der Apoptose-Inhibitoren (IAPs), was diese speziell in den Fokus der
aktuellen Tumorforschung stellt.

Trotz der Vielzahl an Studien, welche sich in den vergangenen Jahren nicht nur

vornehmlich mit Survivin, sondern auch dem Apoptoseinhibitor XIAP beschéaftigten, nimmt
Survivin noch immer eine Sonderrolle innerhalb der IAP-Familie ein. Es besitzt ein nukleares
Exportsignal (NES), welches seine Interaktion mit dem Exportrezeptor Crm1 ermdglicht und
fur seine Funktion als anti-apoptotisches Protein wie auch fir seine Rolle als Mitose-Regulator
im Chromosomal Passenger Complex (CPC) essentiell ist.
Aktuelle Ergebnisse zeigten, dass XIAP nach Uberexpression anteilig und nach Kotransfektion
mit dem XIAP-Inhibitor XAF1 oder nach Behandlung mit dem Exportinhibitor LMB komplett im
Zellkern lokalisiert. Da die anti-apoptotische Wirkung von XIAP von der Interaktion mit den
Caspasen im Zytoplasma abhangt, sollte im ersten Teil dieser Arbeit analysiert werden, auf
welchem Weg XIAP aus dem Kern zurlick ins Zytoplasma gelangen kann und ob dies auf das
Vorhandensein eines bisher nicht identifizierten Exportsignals zurlickzufiihren ist.

Da Survivin zudem als direkter Interaktionspartner von XIAP diskutiert wird und dessen
proteolytischen Abbau verhindern kann, sollte im zweiten Teil dieser Arbeit am Beispiel von
Livin mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer Analysen ein moéglicher Einfluss von

Survivin auf andere Mitglieder der IAP-Familie exemplarisch untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Aligemeine Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem
(Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die
eingesetzten DNA- und Protein GroRRenstandards stammten von MBI Fermentas (St. Leon-
Rot). Zellkulturmaterialien wurden von Sarstedt (Nimbrecht), Greiner (Frickenhausen) oder
Peqlab (Erlangen) erworben. Fur die Fluoreszenzmikroskopie verwendete 3,5cm Schalchen
wurden von der Firma MatTek (Ashland, MA, USA) bezogen. Die am konfokalen Mikroskop

verwendeten u-Slide 8-Loch-Kammern stammten von der Firma ibidi GmbH (Miinchen).

2.1.2 Kits
Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle Tab. aufgeflihrt.

Tab. 4: Verwendete Kits

Kit | Verwendungszweck | Hersteller
DNA Ligation Kit Ver2.1 Ligation von DNA-Enden Mobitec,
(Gottingen)

Nucleo Bond Xtra Midi Isolation von Plasmiden aus einer 200 ml  Macherey-Nagel
Bakterienkultur

Nucleo Spin Multi-8- Isolation von Plasmiden aus einer 5 ml Macherey-Nagel

Plasmid Bakterienkultur

Nucleo Spin Extract Il Aufreinigung von DNA (PCR/Agarosegel) Macherey-Nagel

MMACS c-myc Isolation Kit Isolation von c-Myc Fusionsproteinen Miltenyi Biotec

MMACS GFP Isolation Kit  Isolation von GFP Fusionsproteinen Miltenyi Biotec

TNT T7 Quick Master Mix  In vitro-Translation Promega

(Madison, USA)

2.1.3 Puffer und Losungen

PBS 10 mM NazHPO4, 2 mM KH,PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4
TBS 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl
TBST TBS + 0,1 % Tween 20

Alle weiteren Puffer und Lésungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind im

Methodenteil mit aufgefuhrt.
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2.1.4 Antibiotika

Antibiotika fir Bakterien wurden steril filtriert und in den unten aufgefliihrten Konzentrationen

dem Kultivierungsmedium zugesetzt.

Tab. 5: Antibiotika fiir Bakterien

Antibiotikum eingesetzte Konzentration
Ampicillin 100 pg/mli

Carbenicillin 100ug/ml

Kanamycin 50 pg/ml

2.1.5 Antikorper

Alle verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind in den folgenden Tabellen aufgefuhrt.

Tab. 6: Primarantikorper

Antigen Ursprung Verdiinnung Hersteller

WB IF
Aktin Ziege 1:1000 - Santa-Cruz
Caspase 3 Kaninchen 1:1000 - Cell Signaling
Crm1 Kaninchen 1:5000 - Novus Biologicals
GAPDH Maus 1:1000 - Santa-Cruz
GFP Kaninchen 1:5000 - Santa-Cruz
HA Maus 1:1000 - Covance
Flag Maus 1:2000 - Sigma
Livin Maus 1:1000 - GeneTex
Livin Kaninchen 1:1000 1:200 Cell Signaling
Lamin Kaninchen 1:1000 - Cell Signaling
Myc Maus - 1:2000 Cell Signaling
Survivin Maus 1:1000 1:100 Novus Biologicals
Survivin Kaninchen 1:1000 1:200 Novus Biologicals
XIAP Kaninchen 1:1000 - Santa-Cruz
XIAP Kaninchen - 1:200 GeneTex
a-Tubulin Maus 1:8000 - Sigma
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Antigen Ursprung Verdiinnung Fluorophor/ Hersteller
WB IF enzymatische
Aktivitét

IgG a-Maus Schaf 1:10000 - HRP GE/Healthcare
IgG Esel 1:10000 - HRP GE/Healthcare
a-Kaninchen

IgG a-Ziege Esel 1:10000 - HRP GE/Healthcare
IgG a-Maus Ziege - 1:1000 Alexa Fluor 568 Invitrogen

IgG Ziege - 1:1000 Alexa Fluor 568 Invitrogen
a-Kaninchen

IgG a-Ziege Esel - 1:1000 Alexa Fluor 568 Invitrogen

IgG a-Maus Ziege - 1:1000 Alexa Fluor 488 Invitrogen

IgG Ziege - 1:1000 Alexa Fluor 488 Invitrogen

a-Kanninchen

2.1.6 Oligonukleotide

Synthetisch hergestellte Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg) bezogen. Folgende Primer wurden fir Polymerasekettenreaktionen (PCR), flr

das Oligoannealing bzw. fir Sequenzanalysen verwendet (Tab. 8 bis 10).

Tab. 8: PCR-Primer

Bezeichnung ‘ Sequenz (5°2>3°)

1160 [SURVIVIN_FOR]
1161 [SURVIVIN_REV]
CASP3HUMAN_FOR
CASP3HUMAN_REV
LIVIN_FOR
LIVIN-WT_REV
MYC-LIVIN-WT_FOR
MYC-LIVIN-WT_REV
MYC-TLIVINL_FOR
MYC-TLIVINS REV
pC3-X|AP1-120-
GFP_REV
pc3-XIAP121.242-
GFP_FOR

pC3-XIAP121.242-
GFP_REV

AAAGGATCCACATGGGTGCCCCGACGTTG
TTTGCTAGCATCCATGGCAGCCAGCTGC
AAAGGATCCACATGGAGAACACTGAAAAC

AAAGCTAGCGTGATAAAAATAGAGTTC

AAAGGATCCACATGGGACCTAAAGACAGTGCC
AAAGCTAGCGGACAGGAAGGTGCGCACGCG

AAAGGATCCACGGACCTAAAGACAGTG
AAAGAATTCTTAGGACAGGAAGGTGC
AAAGGATCCACGGGCAGATCCTGGG
AAAGAATTCTTAATCCACGTGGTCCC

TTTGCTAGCATAGTTTTCAACTTTGTACTG

AAAGGATCCACATGCTGGGAAGCAGA

TTTGCTAGCATCAGATTCACTTCGAAT
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pc3-XIAP1-237-
GFP_REV

pc3-XIAP235.497-
GFP_FOR
pc3-XIAP243.325-
GFP_FOR

pc3-XIAP243 325~
GFP_REV
pc3-XIAP326.425-
GFP_FOR
pc3-XIAP326.425-
GFP_REV
pC3-XIAP425.497-
GFP_FOR
TLIVIN_FOR
TLIVIN_FORNEW
TLIVIN_REV
XAF1_FOR
XAF1_REV
XIAP_FOR
XIAP_REV
XIAP-C-TERM_FOR
XIAP-N-TERM_REV

MATERIAL UND METHODEN

AAAGCTAGCAATATTAAGATTCCGGCCCAAAACAAAGAAGCAA
TTAGG

AAAGGATCCACATGCGAAGTGAATCTGATGCTGTGAGTTCTGA
TAGGAATTTC
AAAGGATCCACATGGCTGTGAGTTCTGATAGG

TTTGCTAGCTGGATACCATTTAGCATGTTG

AAAGGATCCACATGGGGTGCAAATATC

TTTGCTAGCCTCATCTTGCATACTGTC

AAAGGATCCACATGTCAAGTCAGACTTCA

AAAGGATCCACATGGGGCAGATCCTGGGCCAGCTG
AAACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGG
AAAGCTAGCATCCACGTGGTCCCAGGCTCTGCA
AAAGGATCCACATGGAAGGAGACTTCTCG
AAAGCTAGCGCTGAAATTTCTCACTTG
AAAGGATCCACATGACTTTTAACAGTTTTGAAGG
AAAGCTAGCAGACATAAAAATTTTTTGCTTGAAAG
AAAGGATCCACATGCGAAGTGAATC
AAAGCTAGCAATATTAAGATTCCGGC

Tab. 9: Primer fur Oligoannealing

Bezeichnung

Sequenz (5°2>3°)

XIAP-NES1-
FOR
XIAP-NES1-
REV
XIAP-NES2-
FOR
XIAP-NES2-
REV
XIAP-NES3N-
FOR
XIAP-NES3N-
REV

GATCCACATTAAGAAAATAATGGAGGAAAAAATTCAGATAG

CTAGCTATCTGAATTTTTTCCTCCATTATTTTCTTAATGTG

GATCCACAAAATCTGTATGGATAGAAATATTGCTATCGTTTTTGTTG

CTAGCAACAAAAACGATAGCAATATTTCTATCCATACAGATTTTGTG

GATCCACTTCTTTGTTTTGGGCCGGAATCTTAATATTGCTAG

CTAGCAATATTAAGATTCCGGCCCAAAACAAAGAAGTGGATC
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Tab. 10: Primer zur Sequenzanalyse

Bezeichnung Sequenz (5°>3°)

CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
EGFP-N1-R ACTTGTGGCCGTTTACGTC

GEX-F CTTTGCAGGGCTGGCAAG
pcDNA3.1-R TAGAAGGCACAGTCGAGGCT
pGEX5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

2.1.7 Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Klonierungs und Expressionsvektoren sind in Tab. 11 und 12

aufgefthrt.

Tab. 11: Klonierungsvektoren

Plasmid Relevante Merkmale ‘ Hersteller/Referenz
Invitrogen
pCDNA3 ®) amp’, eukaryotischer Expressionsvektor, neo’ (Karlsruhe)
pC3-GFP  amp'’, eukaryotischer Expressionsvektor, neo’, zur Labor Prof. Stauber
Klonierung

c-terminaler GFP-Fusionsproteine
pC3-GST- amp’, eukaryotischer Expressionsvektor, neo’, zur Labor Prof. Stauber
GFP Klonierung c-terminaler GST und n-terminaler GFP-

Fusionsproteine
pGex-GST- amp'’, prokaryotischer Expressionsvektor, neo'’, zur Labor Prof. Stauber
GFP Klonierung c-terminaler GST und n-terminaler GFP-

Fusionsproteine

Tab. 12: Eukaryontische Expressionsvektoren

Plasmid relevante Merkmale/codiert fiir Referenz

pc3-Borealinr-Flag Volllange Borealin in Fusion mit c-  Labor Prof. Stauber
terminalem Flag

pc3-Caspase3-GFP  Volllange Caspase3 in Fusion mit Diese Arbeit
c-terminalem GFP

pc3-Caspase3-mCh  Volllange Caspase3 in Fusion mit Diese Arbeit
c-terminalem mCherry

pc3-Crm1r-myc Volllange Crm1 in Fusion mit c- Labor Prof. Stauber
terminalem c-Myc
pc3-GFP pcDNAS3.1 codiert fir GFP Labor Prof. Stauber
pc3-GFP-XIAPE Volllange XIAP in Fusion mit n- Labor Prof. Steller,
terminalem GFP Rockefeller University, New
York
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pc3-GST-GFP
pc3-GST-XIAP1.120-
GFP

pC3-GST-X|AP121-242-
GFP

pc3-GST-XIAP243.325-
GFP

pC3-GST-X|AP326-425-
GFP

pC3-GST-X|AP426-497-
GFP

pc3-GST-XIAP426.497-
GFP
pc3-HtrA2r-myc

pc3-Living-GFP
pc3-Living-mCh

pc3-Living.-myc
pc3-myc-Living
pc3-myc-Living-GFP

pc3-myc-Surviving

pc3-myc-tLiviniongss-
292

pc3-myc-tLivinsport1-52

pc3-Smacg-myc

pcDNAS3.1 codiert fur Fusion aus
GST und GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und mit n-
terminalem GST und c-terminalem
GFP

Volllange HtrA2 in Fusion mit c-
terminalem c-Myc

Volllange Livin in Fusion mit GFP
Volllange Livin in Fusion mit c-
terminalem mCherry

Volllange Livin in Fusion mit c-Myc

Vollldnge Livin in Fusion mit n-
terminalem c-Myc und c-terminalem
GFP

Volllange Survivin in Fusion mit n-
terminalem c-Myc

c-terminale Livin Variante nach
Caspase3 Spaltung mit n-
terminalem c-Myc

n-terminale Livin Variante nach
Caspase3 Spaltung mit n-
terminalem c-Myc

Volllange Smac/DIABLO in Fusion
mit c-terminalem c-Myc

MATERIAL UND METHODEN

Labor Prof. Stauber
Bachelor Arbeit Tim

Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim

Nierhaus

Labor Prof. Stauber

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Labor Prof. Green, St Jude

Children’s Research
Hospital, Memphis
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pc3-Surviving-GFP
pc3-Surviving-myc
pc3-tLiviniongss-292 -
GFP
pc3-tLivinghort1-1-52 -

GFP
pc3-XAF1-GFP

pc3-XAF1-mCherry

pc3-XIAP1_120-GFP

pc3-XIAP121.242-GFP

pc3-XIAP1.237-GFP

pC3-X|AP233.497-GFP

pC3-X|AP243.325-GFP

pC3-XIAP325-425-GFP

pc3-XIAPg -GFP

pcDNA3.1(+)

Volllange Survivin in Fusion mit
GFP

Vollldnge Survivin in Fusion mit c-
Myc

c-terminale Livin Variante nach
Spaltung durch Caspase
n-terminale Livin Variante nach
Spaltung durch Caspase

Vollldange XAF1 in Fusion mit c-
terminalem GFP

Volllange XAF1 in Fusion mit c-
terminalem mCherry

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und c-terminalem
GFP

n-terminale XIAP Variante nach
Caspase Spaltung mit c-terminalem
GFP

c-terminale XIAP Variante nach
Caspase Spaltung mit c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und c-terminalem
GFP

Teil von XIAP mit einer potenzieller
Exportsequenz und c-terminalem
GFP

Volllange XIAP in Fusion mit c-
terminalem GFP

amp', eukaryontischer
Expressionsvektor, neo”

Tab. 13: Prokaryotische Expressionsvektoren

MATERIAL UND METHODEN

Labor Prof. Stauber

Labor Prof. Stauber

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bachelor Arbeit Tim

Nierhaus

Bachelor Arbeit Tim
Nierhaus

Diese Arbeit

Labor Prof. Stauber

Plasmid relevante Merkmale Referenz
pGEX-GST-GFP Fusionsprotein aus GST-GFP Labor Prof. Stauber
pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Labor Prof. Stauber
RevNes-GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Labor Prof. Stauber
SV40NLS-GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit

XIAPC_Term‘G FP
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pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPe -GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPNes1-GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPNes2-GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPNes3-GFP

pGEX-GST- Fusionsprotein aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPterm-GFP

pGex-GST- Fusionsproteine aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPg-GFP

pGex-GST- Fusionsproteine aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPe2-GFP

pGex-GST- Fusionsproteine aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPg3-GFP

pGex-GST- Fusionsproteine aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPe4-GFP

pGex-GST- Fusionsproteine aus GST-GFP Diese Arbeit
XIAPgs-GFP

2.1.8 Bakterienstamme und Kulturbedingungen

Plasmide wurden in E.coli XL2-BlueTM vervielfaltigt. Zur heterologen
Proteinexpression wurden E.coli BL21 (DE3) pLysS verwendet. Dazu wurden die Bakterien in
LB-Medium (Luria-Bertani-Medium, AppliChem, Darmstadt) oder auf LB-Agar Platten
(AppliChem, Darmstadt) mit Zusatz der entsprechenden Antibiotika (s. Tab. 5) bei 37°C

angezogen.

Tab. 14: Bakterienstamme

Bakterienstamm ‘ Genotyp ‘ Hersteller/Referenz

E.coli XL2-BlueTM recA1, endA1, gyrA96, thi-1 hsdR17, supE44, Stratagene
relA1, lac [FO proAB lacqZ_M15 Tn10 (Tetr)
Amy Camr]
E.coli BL21 (DE3) F-dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal A(DE3) [pLysS Stratagene
pLysS Camr]
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2.1.9 Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tab. 15 aufgelistet.

Tab. 15: Zelllinien

Zelllinie Gewebe/Organismus/Charakteristika ATCC-Nr./Referenz
293T Embryonales Nierengewebe, Homo sapiens CRL-11268
A431 Epidermoides Karzinom, Homo sapiens DSMZ ACC 91
A431 Epidermoides Karzinom, Homo sapiens Diese Arbeit
Survivinwr-
GFP stabil
HelLa Zervix Adenokarzinom, Homo sapiens CCL-2
Vero Normales Nierengewebe, Cercopithecus CCL-81

aethiops
SK-Mel37 Melanoma Zellinie, Homo sapiens Sloan-Kettering

Institute NY, USA

NW450 Melanoma Zelllinie, Homo sapiens Oliver H. Kramer,

Frankfurt, Germany

2.1.10 Software/ Computergestiitzte Analysen

Zur Datenauswertung und Bildbearbeitung wurden neben den Standard Office-Programmen
Adobe Photoshop CC ( 64Bit ), AxioVision 4.8 und Canvas 11 verwendet.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Transformation chemisch kompetenter E.coli Bakterien

Chemisch kompetente E.coli XL2-BlueTM Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 0,2-
1 hg der Plasmid-DNA gemischt. Das Gemisch wurde fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. Fur
die Hitzetransformation wurden die Zellen 45s bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und
anschlielend weitere 2 min auf Eis gestellt. Ansatze, die auf eine Ampicillinresistenz oder
Carbenicillinresistenz selektioniert werden sollten, wurden direkt nach Auffillen mit 200 ul LB-
Medium auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin ausplattiert. Ansatze, die auf eine
Kanamycinresistenz selektioniert werden sollten, wurden nach dem Auffillen mit 500 ul LB-
Medium erst 1 h bei 37 °C geschuttelt und dann auf mit Kanamycin versetzten LB-Agar-Platten
ausplattiert. Die Antibiotika werden von der Stammldsung ausgehend (s. Tabelle 2.1.7), mit
einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt. Die Anzucht transformierter E.coli Bakterien erfolgte

unter aeroben Bedingungen tber Nacht bei 37 °C.
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2.2.1.2 Plasmidisolierung aus Bakterien

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA wurde das Prinzip der alkalischen Lyse mit
anschliefiender chromatographischer Reinigung angewendet. Dabei werden die Zellen zuerst
durch SDS (Natriumdodecylsulfat) und NaOH aufgeschlossen, sowie die chromosomale und
Plasmid-DNA denaturiert. Anschlie3end erfolgt eine Neutralisation mit Kaliumacetat, die eine
Renaturierung kurzer zirkularer DNA-Fragmente ermdglicht, aber groRe chromosomale DNA
im denaturierten Zustand halt. Die renaturierte Plasmid-DNA befindet sich dann im Uberstand
und kann durch Zentrifugation von chromosomaler DNA und Zelltriummern getrennt werden.
Die Reinigung der Plasmid-DNA von I8slichen Zellbestandteilen erfolgt mit Hilfe von
Chromatographiesaulen, an welche die DNA unter hohen Salzkonzentrationen spezifisch
bindet. Durch einen Wechsel zu niedrigen Salzkonzentrationen kann die DNA anschlielRend
von der Saule eluiert werden.

Die lIsolierung der Plasmid-DNA aus einer 200 ml Bakterienkultur erfolgte mit dem
Nucleo Bond Xtra Midi Kit der Firma Macherey-Nagel (Diren). Dazu wurden E.coli (XL2-
BlueTM Bakterien) in LB-Medium unter Selektion der entsprechenden Antibiotika tiber Nacht
angezogen und dann die Plasmid-DNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Nach dem
Trocknen des Pellets wurde die DNA in 300 pl A. bidest aufgenommen. Die Isolierung der
Plasmid-DNA aus einer 5 ml Bakterienkultur erfolgte mit dem Nucleo Spin Multi-8 Plasmid Kit

der Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben.

2.2.1.3 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die Kultivierung adharenter eukaryontischer Zelllinien erfolgte in T75-Zellkulturflaschen
(Sarstedt, NUmbrecht). Zur Versorgung der Zellen wurden auf den jeweiligen Zelltyp
abgestimmte Nahrmedien verwendet, deren Zusammensetzung in Tabelle 13 angegeben ist.
Die Anzucht der Zellen erfolgte in wasserdampfgesattigter Umgebung unter Begasung mit 5 %
CO2. Um Kontaminationen mit Bakterien, Pilzen oder Hefen méglichst zu vermeiden, wurden

alle Arbeitsschritte unter einer Sterilbank durchgeflhrt.
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Tab. 16: Kultivierungsmedien und Medienzusatze fur eukaryotische Zelllinien

Kultivierungsmedien/ | Beschreibung kultivierte Hersteller

Medienzusitze Zelllinien

Antibiotic- Antimycotic 10000 U/ml Penicillin G, 10 mg/mi - Invitrogen
Streptomycin sulfate, 25 pg/mi (Karlsruhe)
Amphotericin B

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 293T, Hela, Invitrogen
+10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 1 % A431, Vero
Antibiotic-Antimycotic

DMEM + 800 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium A431_Surviviny-  Invitrogen
+ 20% FCS, 1% L-Glutamin, 1 % GFP (+/-) (Karlsruhe)
Antibiotic-Antimycotic, 800 pug/ml A431 Survivin
Geneticin (G148) NES,.-GFP

FCS Fotales Kalberserum, Serum-Zusatz - Invitrogen
fur Zellkulturmedien

L-Glutamin Aminosaure-Zusatz - Invitrogen
fur Zellkulturmedien

OptiMEM Modifikation von MEM (Eagle’s) mit  Transfektions- Invitrogen
einem reduzierten Serum- und medium

Proteinanteil

2.2.1.4 Zellpassage

Adhérente Zelllinien haften durch die besondere Beschichtung der Zellkulturflaschen
an deren Boden und missen deshalb zur weiterfiihrenden Kultivierung enzymatisch oder
mechanisch abgeldst werden (Passage). Dies wurde alle zwei bis drei Tage durchgefihrt.
Dazu wurde das alte Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Zellen dann mit 6 mi
PBS (Invitrogen, Karlsruhe) gewaschen, um FCS-Rickstande zu entfernen, die die Wirkung
des Trypsins inhibieren kénnten. Danach wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin bei 37 °C auf
einer Heizplatte 3-10 min inkubiert, damit die Adhasionsproteine an der Zelloberflache
gespalten werden und sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche ablésen kénnen. Nach
mikroskopischer Sichtkontrolle wurde die Trypsin-Aktivitat durch Zugabe von 8 ml des
entsprechenden Kultivierungsmediums abgestoppt. AbschlieRend wurde die Zellsuspension
in dem entsprechenden Kultivierungsmedium in einem Gesamtvolumen von 10 ml je nach

Zelldichte entsprechend verdiinnt und in eine neue sterile Zellkulturflasche tberflhrt.
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2.2.1.5 Mykoplasmenkontrolle

Mykoplasmen gehdren zu den kleinsten sich selbst vermehrenden Bakterien. Sie
parasitieren vor allem extrazellular. Aufgrund ihrer GréfRe sind Mykoplasmen im Mikroskop
nicht sichtbar, kontaminieren aber haufig Zellkulturen. Die Kontamination mit Mykoplasmen
greift in den Stoffwechsel der Zellen ein, wodurch das Wachstumsverhalten und die
Eigenschaften der Zellen verandert werden koénnen. Aus diesem Grund wurden frisch
aufgetaute Zellen zunachst auf Mykoplasmen getestet.

Der Nachweis von Mykoplasmen erfolgte mit dem Plasmo TestTM Mycoplasma
Detection Kit (Invivogen, Toulouse) nach Angaben des Herstellers. Mykoplasmen werden
dabei Uber den Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) erkannt. In Anwesenheit von Mykoplasmen aktiviert
TLR2 NF-kB und weitere Transkriptionsfaktoren, die daflir sorgen, dass SEAP (secreted
embryonic alkaline phosphatase) in den Uberstand abgegeben wird. Dies kann durch eine

Blau- bis Violettfarbung des Mediums detektiert werden.

2.2.1.6 Eliminierung von Mykoplasmen

Mit Mykoplasmen infizierte Zellen missen vor der weiteren Verwendung von der
Kontamination befreit werden. Dafur wurden die Wirkstoffe Myco-I und Myco-Il (AppliChem)
verwendet. Myco-| basiert auf dem Antibiotikum Tiamulin, Myco-II auf dem Tetracyclinderivat
Minocyclin. Die Behandlung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Danach wurden die Zellen
3-4 Passagen ohne Antibiotika kultiviert und dann erneut wie unter 2.2.1.5 beschrieben auf

Mykoplasmen getestet.

2.2.1.7 Langfristige Lagerung von Zellen
Die langfristige Lagerung von Zellen erfolgte in FCS, 10 % (v/v) DMSO. DMSO

verhindert schadigende Kristallbildung beim Einfrieren. Dazu wurden die Zellen zunachst mit
2 ml Trypsin von der Zellkulturflasche abgeldst, in 8 ml Medium resuspendiert und in ein
Falcon udberfuhrt. Die Zentrifugation erfolgte 5 min bei 300 g. Das Zellpellet wurde dann
zunachst in 7 ml FCS resuspendiert, danach mit 7 ml FCS, 20 % (v/v) DMSO gemischt und
anschlielend wurde jeweils 1 ml in Kryoréhrchen aliquotiert. Diese wurden in Gefrierbehaltern
der Firma Nalgene (Roskilde, Danemark) um 1 °C pro Minute auf -80 °C abgekuhlt und
anschlief3end in flissigem Stickstoff bei -173 °C gelagert.
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2.2.1.8 Auftauen von Zellen

Die gefrorenen Zellen wurden zuerst unter Schwenken im Wasserbad aufgetaut, dann
in ein Falcon mit 1 ml des entsprechenden Kultivierungsmediums Gberfiihrt und mit weiteren
8 ml des Kultivierungsmediums gemischt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 5 min bei 300 g
pelletiert um DMSO-Reste zu entfernen. Das Pellet wurde in frischem Medium aufgenommen

und die Zellen in eine Zellkulturflasche tberfuhrt.

2.2.1.9 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen

Die transiente Transfektion eukaryontischer Zellen bezeichnet die kurzzeitige
Aufnahme (24-48 h) von Plasmid-DNA in die Zelle, wobei die auf der Plasmid-DNA codierten
Gene mit Hilfe eines eukaryontischen Promotors exprimiert werden kénnen.

Fir die transiente Transfektion von 293T-Zellen in einer 3,5 cm-Schale mit dem
kationischen Polymer Polyethylenimin (PEI) (Sigma, Taufkirchen) wurden zunachst 60 pl
steriles PBS (Invitrogen, Karlsruhe) mit 10,8 uyl einer 10 mM PEI-Lésung vermischt. Dazu
wurde ein Gemisch aus 60 pl sterilem PBS und 4 pyg DNA gegeben. Nach kurzem Vortexen
wurde die Lésung auf die Zellen getropft und fur 24-48 h inkubiert. Fur die Transfektion von
293T-Zellen in 10 cm Schalen wurde jeweils die vierfache Menge der Reagenzien eingesetzt.

Alle anderen Zelllinien wurden mit Lipofectamine2000 (Invitrogen, Karlsruhe)
transfiziert. Dazu wurden zu 125 ul OptiMEM 3 pl Lipofectamine2000 pipettiert, das Gemisch
gut gevortext und fir 5 min bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden 125 ul OptiMEM mit 2 ug
DNA gemischt, gevortext und ebenfalls fir 5 min bei RT inkubiert. Anschlielfiend wurden beide
Ansatze vereinigt, erneut kurz gevortext und weitere 20 min inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde das Gemisch vorsichtig zu den Zellen pipettiert, die anschlieRend dann
24-48 h im Inkubator inkubiert wurden.

2.2.1.10 Leptomycin B-Behandlung von adharenten Zellen
Leptomycin B (LMB) ist ein Stoffwechselprodukt von Streptomyces spp. und kann als

spezifischer Kernexportinhibitor verwendet werden. LMB alkyliert den Exportrezeptor CRM1
durch Glykosylierung eines Cysteins (C529). LMB wird zur Behandlung in Zellmedium (DMEM)
verdunnt und mit einer Endkonzentration von 10 nM eingesetzt. Da LMB zytotoxisch wirkt, wird

eine Inkubation von langer als 3 Stunden vermieden.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation einer bestimmten DNA-
Sequenz. Die PCR besteht aus 20-40 Zyklen. Jeder Zyklus umfasst dabei drei Temperatur-
Stufen. Zunachst erfolgt die Denaturierung bei 95-98 °C, um das doppelstrangige (ds) DNA-
Template in einzelstrangige (ss) DNA zu schmelzen. Dann folgt der Annealing-Schritt bei einer
um 3-5 °C niedrigeren Temperatur als der berechneten Schmelztemperatur der verwendeten
Primer, sodass sich diese an die ssDNA-Molekiile anlagern kénnen. Als dritter Schritt folgt die
Extension, wobei die DNA-Polymerase den neuen komplementaren DNA-Strang synthetisiert.
Dieser Schritt erfolgt beim Temperaturoptimum der jeweils verwendeten DNA-Polymerase. Die
Verlangerungszeit ist sowohl abhangig von der Lange der zu amplifizierenden DNA-Sequenz,
als auch von der eingesetzten Polymerase. Diesen Zyklen geht eine initiale Denaturierung bei
95-98 °C flir 30 Sekunden voraus und eine finale Extension beim Temperaturoptimum der
DNA-Polymerase folgt fiir mehrere Minuten, um sicherzustellen, dass die Verlangerung aller
verbleibenden ssDNA vollstandig abgeschlossen ist.

Fir die PCR-Reaktionen in dieser Arbeit wurde die BioRad iProof High-Fidelity DNA-
Polymerase (BioRad, Minchen) verwendet. Das Temperaturoptimum dieser Polymerase liegt
bei 98 °C, die Verlangerungszeit betragt 15-30 Sek/kb. Die Ergebnisse der PCR-Reaktionen

wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese Gberprift.

2.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von dsDNA anhand der Anzahl
der Basenpaare, z.B. nach einer PCR Reaktion oder einem Restriktionsverdau. Die Agarose-
Konzentration des Gels wird dabei abhangig von der GroRe der aufzutrennenden DNA-
Fragmente gewahlt. In dieser Arbeit wurden vorwiegend Gele mit einer Konzentration von 1 %
Agarose (w/v) verwendet. DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer 1:10 versetzt und bei
100V in einem Agarose-Gel mit 1:15000 Ethidiumbromid in 1x Tris-Acetat-Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Als GréRenstandard wurde GeneRulerry 1 kb DNA Ladder von
Fermentas verwendet. Nach der Elektrophorese erfolgte die Visualisierung der DNA unter UV-
Licht.

50x Tris-Acetat Puffer 400 mM Tris-Acetat, 10 mM EDTA

DNA-Probenpuffer 20 % (w/v) Glycerin, 100 mM EDTA, 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol
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2.2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem Nucleo
Spin Extract Il Kit (Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde das
gewunschte DNA-Fragment zunachst mit einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Agarose-Gel

ausgeschnitten und im letzten Schritt der Reinigung in 20 pyl Elutionspuffer eluiert.

2.2.2.4 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde bei einer Absorptionswellenldnge von
260 nm gemessen. Eine Absorption von 1 entspricht dabei einer dsDNA-Konzentration von
50 yg/ml. Bei einer Absorptionswellenlange von 280 nm wurden Verunreinigungen durch
Proteine detektiert, Verunreinigungen durch Salze und organische Substanzen wurden bei
230 nm gemessen. Das Verhaltnis von Azsoizsonm UNd Ageor2zonm Sollte flr reine DNA jeweils bei

1,8 liegen.

2.2.2.5 DNA-Restriktion und -Ligation

Die Restriktion von Vektoren und Inserts erfolgt mit Restriktionsenzymen der Firma
New England BioLabs (NEB, Schwalbach) in den von NEB empfohlenen Puffern fir 3-4 h bei
37 °C. Fir einen analytischen Verdau wurden 0,2-1 pg DNA eingesetzt, fur einen praparativen
Verdau 5-10 uyg DNA. Nach erfolgreichem Restriktionsverdau wurde die DNA mit dem Nucleo
Spin Extract Il Kit (Macherey-Nagel) aufgereinigt.

Die anschlieende Ligation von verdautem Vektor und Insert erfolgte mit der T4-DNA-
Ligase TaKaRa (Mobitec, Gottingen). Dazu wurden Vektor und Insert in einem Verhaltnis von
1:4 gemischt, mit dem gleichen Volumen der DNA-Ligase versetzt und 30 min bei RT inkubiert.
Als Kontrolle diente ein Ansatz mit H.O anstelle der Insert-DNA. Um den Erfolg der Ligation
zu Uberprifen, wurden anschlieltend 50 ul kompetente E.coli Zellen mit dem Ligationsansatz
transformiert und bei 37 °C Gber Nacht auf LB-Agar-Platten angezogen. Ligierte Plasmid-DNA
kann dabei von E.coli Zellen aufgenommen und vervielfaltigt werden. Selektionsmarker wie
Ampicillin- oder Kanamycin-Resistenzen auf den Plasmiden ermdglichen die Selektion
transformierter E.coli Zellen auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten. Zur Kontrolle der ligierten
Plasmid-DNA wurde vor der weiteren Verwendung ein Testverdau und eine Testtransfektion
(Fluoreszenz ja oder nein) durchgeflinrt. AnschlieBend wurde die DNA zur Sequenzierung
gegeben (s. 2.2.2.7).
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2.2.2.6 Oligoannealing

Bei einer Ligation kdnnen synthetisch hergestellte komplementare Oligonukleotide als
Insert verwendet werden. Dazu wurden zunachst die 5-Enden der Oligos mit einer
Phosphonukleotidkinase (PNK, NEB) phosphoryliert. Fur diese Reaktion wurden je 1 ug der
Primer mit 1 yl PNK-Puffer sowie je 0,5 pl dNTPs und PNK versetzt und mit H,O auf 10 pl
aufgefullt. Es folgte eine Inkubation von 10 min bei 37 °C. Fir die anschliellende
Hybridisierung (Annealing) wurden beide Phosphorylierungsansatze vereinigt. Das Gemisch
wurde dann in ein auf 100 °C erhitztes Wasserbad gegeben und auf RT abgekihit.

Anschlieend erfolgte die Ligation mit dem entsprechenden verdauten Vektor (siehe 2.2.2.5).

2.2.2.7 Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von Plasmiden zur Uberpriifung der Klonierungen wurde nach dem
Prinzip des Kettenabbruchs von Sanger (Sanger et al. 1977) von der Firma GATC (Konstanz)
und LGC Genomics (Berlin) durchgefiihrt. Hierflir wurden 20 yl DNA in einer Konzentration
von 30-100 ng/ul sowie (bei nicht von der Firma gestelltem Primer) 20 yl Primer in einer
Konzentration von 10 pmol/ul an die Firma versendet. Die Auswertung der Sequenzierung
erfolgte mit BioEdit.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Die lIsolierung von Proteinen aus einer Zellsuspension erfolgte mit Hilfe eines
chemischen Zellaufschlusses, wobei ETDA als Komplexbildner dazu diente, die Zellmembran
zu permeabilisieren sowie Detergenzien wie Natrium-deoxycholat und Np-40 um
Membranproteine zu solubilisieren.

Fir die Herstellung von Zelllysaten wurden die konfluenten Zellen einer
Zellkulturschale mit Trypsin oder einem Zellschaber abgel6st, in ein Falcon Uberfiihrt und bei
Raumtemperatur fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen
und erneut 5 min bei 300 g zentrifugiert, diesmal jedoch bei 4 °C. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 80-100 pl RIPA-Puffer resuspendiert, fur zirka 20 sek. bei 95 %
mit dem Sonopuls der Firma Bandelin sonifiziert und anschlieRend 30 min auf Eis inkubiert.

Abschliefend wurden Zelltrimmer durch Zentrifugation fir 30 min bei 4 °C und 20000 g
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pelletiert. Der Uberstand mit den Idslichen Proteinen wurde in ein neues ReaktionsgefaR

Uberfuhrt und die Proteinkonzentration mit einem Bradford-Assay bestimmt (s. 2.2.3.6).

RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % (v/v) Np-40, 1 %
(v/v) Natrium-deoxycholat, 1 mM DTT, 1 x Protease-Inhibitor Cocktail
(Roche), 1 mM PMSF, bei -20 °C gelagert

modifizierter 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS, 1 %

RIPA-Puffer (v/v) Natrium-deoxycholat, 1 % Triton-X-100, 1 x Protease-Inhibitor
Cocktail (Roche), bei -20 °C gelagert

2.2.3.2 In vitro-Translation

Zur in vitro-Translation wurde der TNT T7 Quick Master Mix (Promgea, Madison, USA)
verwendet. Das Reticulozyten-Lysat wurde in der Hand aufgetaut und auf Eis gestellt. Es
wurden 40 ul davon mit 4 pl 1 mM Methionin, 2 pg Plasmid-DNA in einem Endvolumen von 50
Ml angesetzt. Nach Inkubation fir 90 min im 30 °C Wasserbad wurde das Produkt aliquotiert

und bei —80°C gelagert.

2.2.3.3 Pull Down

Fir den Pull Down wurde zunachst rekombinantes Protein (GST-x-GFP) wieder an
Sepharose-Beads gebunden. Es wurden 100 ul rekombinantes Protein mit 25 pl Sepharose-
Beads in PBS mit complete EDTA-free protease inhibitor cocktail flir 30 min auf dem Drehrad
bei 4 °C inkubiert. Die dann proteintragenden Sepharose-Beads wurden zweimal mit 500 pl
PBS und einmal mit 500 pl Bindepuffer gewaschen (3500 rpm, 4 °C, 1 min). Fir einen Pull
Down-Ansatz wurden 25 pl der beladenen Sepharose-Beads mit 20 pl in vitro translatiertem
Crm1-Myc, 10 pl rekombinantem GST-RanQL in 500 pl Bindepuffer fur 4h oder 30 min auf
dem Drehrad bei 4 °C inkubiert . Die Sepharose-Beads wurden dreimal mit 500 ul Bindepuffer
gewaschen (3500 rpm, 4 °C, 1 min), wobei von dem Uberstand nach der Inkubation 25 pl flr
eine Kontrolle auf dem Gel aufgehoben wurde. Die Proteine wurden von den Beads durch
Zugabe von 25 ul 2x SDS-Ladepuffer und durch Aufkochen bei 95 °C fir 10 min eluiert, auf
ein 12,5 % SDS-Gel geladen und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Kontrolle wurden
auf jedem Gel 2 pl in vitro-translatiertes Crm1-Myc und 25 pl des Uberstands nach der
Inkubation aufgetragen. Der Nachweis, des vom rekombinanten Protein gebundenen Crm1-
Myc erfolgte mit dem Myc-spezifischen Antikérper von NEB. Die Bead-Beladung wurde
anschlieftend mit dem GFP-Antikorper (sc-8334, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg)
Uberprift.
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2.2.3.4 Ko-Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation (IP) kann ein Protein mit Hilfe eines Antikdrpers aus einem
Totallysat isoliert und im anschlieRenden Western-Blot analysiert werden. Dabei wird das
Protein von einem spezifischen Antikdrper gebunden, der Uber dessen Fc-Teil an Protein-A/G-
Agarose bindet. Durch Zentrifugation kénnen die gebundenen Proteine vom Uberstand
abgetrennt werden. Fir die Ko-Immunprazipitation werden transient transfizierte 293T Zellen
(5x107 Zellen pro 10 cm Schale) verwendet. Nach Lyse dieser Zellen in 1ml IP-Lysepuffer mit
anschlieBender Sonifizierung, wird das Lysat bei 14000 rpm und 4 °C abgefugt. Der Uberstand
wird in ein frisches Gefaly berfuhrt. 30 yl davon (3 % Input) werden bei -80 °C weggefroren
und der Rest mit 50 pl Antikdrper-gekoppelten Nanobeads der Firma Miltenyi (Bergisch
Gladbach) 30 min auf Eis inkubiert. Dann werden die Magnetsaulen des Isolations-Kits im
Magneten platziert und mit 200 ul Lysepuffer aquilibriert. AnschlieRend wird je ein Lysat pro
Saule aufgetragen. Dann wird vier Mal mit 200 ul Lysepuffer und anschlieBend mit 100 pl
Waschpuffer2 des Kits gewaschen. Nach vollstindigem Abtropfen der Saulen werden
Auffanggefalle darunter platziert und pro Saule 20 pl 95 °C heifder Elutions-Puffer aufgetragen.
Nach funf mindtiger Inkubation erfolgt dann die vollstandige Elution mit weiteren 50 ul 95°C
heilRer Elutions-Puffer. Das Eluat und der denaturierte Input werden dann auf ein SDS-Gel

aufgetragen. Die Detektion der prazipitierten Proteine erfolgt im Western-Blot.

2.2.3.5 Fraktionierung von Zelllysaten

Bis zur eigentlichen Lyse wird anlog zur Herstellung von Gesamt-Zelllysat verfahren.
Die eigentliche Lyse beginnt mit der Zugabe von 750 ul des eiskalten hypotonischen Lyse-
Puffers zum Zellpellet. Nach grindlicher Resuspension, wird der Ansatz 30 min auf Eis
inkubiert, wobei etwa alle 5 min gevortext wird. AnschlieRend folgt eine Zentrifugation von 800
g fir 15 min bei 4 °C. Der erhaltene Uberstand reprasentiert die Zytoplasma-Fraktion, diese
wird in ein frisches Reaktionsgefal® Uberfihrt, zur Prazipitation etwaiger Verunreinigungen bei
12500 g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert und 500 pl des Uberstands bis zum Gebrauch bei -
80 °C eingefroren. In der Zwischenzeit wird das Pellet in 750 pl Kern Isolations-Puffer
resuspendiert, 5 min im Eis inkubiert und schlieRlich bei 800 g fiir 15min bei 4°C zentrifugiert.
Der letzte Schritt wird zweimalig wiederholt. Dann wird das Pellet zur Gewinnung der Kern-
Fraktion in 750 yl Kern-Lyse-Puffer grindlich resuspendiert und unter gelegentlichem
Vortexen 30 min im Eis inkubiert. Anschliel3end wird das Lysat bei 12500 g flr 10 min bei 4 °C
zentrifugiert und dann 500 pl des Uberstands (= Kern-Fraktion) bei -80°C eingefroren. Die
Analyse erfolgt durch Western-Blot.
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Hypotonischer 10 mM HEPES pH 7.9, 0,5 mM DTT, 1,5mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 x

Lyse-Puffer Protease-Inhibitor Cocktail (Roche), H20, bei -20 °C gelagert

modifizierter 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) Np-40, 0,5 % (v/v)

RIPA-Puffer Natrium-deoxycholat, 1 x Protease-Inhibitor Cocktail (Roche), H2O, bei
-20 °C gelagert

Puffer S1 0,25 mM Saccharose, 10 mM MgCl,, 1 x Protease-Inhibitor Cocktail
(Roche), H20, bei -20 °C gelagert

Puffer S3 0,88 mM Saccharose, 0,5 mM MgCl,, 1 x Protease-Inhibitor Cocktail

(Roche), H20, bei -20 °C gelagert

2.2.3.6 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Bradford-Assay durchgeflhrt,
welcher darauf beruht, dass Coomassie-Brilliant-Blau G-250 an Proteine bindet, wobei sich
das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 470 nm auf 595 nm erhéht. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm gilt dann als Mal} fur die Proteinkonzentration.

Zunachst wurde 2 pl des Proteinlysats mit 798 pl PBS verdinnt. Dann wurden 200 pl
der Bradfordreagenz (BioRad, Miinchen) zugegeben, sodass ein Gesamtvolumen von 1 ml
vorlag. Nach gutem Vortexen wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer gemessen. Die

Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Eichkurve.

2.2.3.7 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
wurde ein diskontinuierliches Polyacrylamidgelsystem nach Laemmli (Laemmli et al., 1970)
verwendet. Die Zugabe des negativ geladenen Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat),
welches an alle Proteine bindet, bewirkt dabei, dass diese eine einheitliche Ladungsdichte
erhalten. Somit ist es méglich die Proteine nur nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch
aufzutrennen, wobei kleine Proteine das Netzwerk aus Polyacrylamid schneller passieren als
grolie Proteine. Die Polyacrylamidkonzentration bestimmt die Porengréf3e im Gel und wird in
Abhangigkeit von der ProteingréRe ausgewahlt. SDS-Gele wurden nach dem Schema in
Tab. 17 hergestellt.
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Tab. 17: Ansatz zur Herstellung von Polyacrylamidgelen

Trenngel Sammelgel (4 %)
7,5 % 10 % 12,5 % 15%
Aqua bidest. 2,4 ml 2,0 ml 1,6 ml 1,2 ml 2,5 ml

Trenngelpuffer 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml -

Sammelgelpuffer - - - - 1,35 ml
Acrylamid 1,2 ml 1,6 ml 2,1 ml 2,5 ml 0,65 ml
APS 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 5l 5l 5l 5l 5l

Fir ein 1 mm dickes Gel wurde zuerst das Trenngel gegossen und mit 100 pl
Isopropanol uberschichtet, damit eine gerade Kante als spatere Abgrenzung zum Sammelgel
entstehen konnte. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol mit
einem Papierstreifen entfernt. Das Sammelgel wurde Uber das Trenngel gegossen und ein
Kamm fir 10 oder 15 Taschen hineingesteckt. Das Sammelgel musste noch mindestens
15 min auspolymerisieren, bevor das Gel verwendet werden konnte.

Bevor die Proteinproben (40 pg) aufs Gel aufgetragen wurden, wurden sie mit 5x SDS-
Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach dem Auftragen auf das SDS-
Gel erfolgte die elektrophoretische Auftrennung im Sammelgel bei 90 V und im Trenngel bei
bis zu 150 V in 1x SDS-Laufpuffer.

Acrylamid/Bisacrylamid 30 % (w/v)/ 0,8 % (w/v)

APS 10 % (w/v) in H20

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS
SDS-Laufpuffer (1x) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS
SDS-Probenpuffer (5x) 5 mM EDTA, 60 mM Tris-HCI pH 6,8, 7,5 % (v/v)

B-Mercaptoethanol, 15 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) Glycerol,
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,9, 0,4 % (w/v) SDS

2.2.3.8 Western-Blot (Tank Blot)

Der Western Blot ermoglicht es, Proteine, die zuvor elektrophoretisch in einem SDS-
Gel aufgetrennt wurden, durch eine zweite Elektrophorese auf eine Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membran zu transferieren. Die Proteine bleiben durch ihre mit SDS erzeugte negative
Ladung an der positiv geladenen Membran haften, und zwar an genau der gleichen Position,

die sie auch im SDS-Gel eingenommen hatten. Durch Immundetektion mit Antikérpern kénnen
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die jeweiligen Proteine, gegen die die Antikorper gerichtet sind, spezifisch sichtbar gemacht
werden. Die Immundetektion erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt bindet der
Primarantikorper spezifisch an das entsprechende Protein. Im zweiten Schritt wird dieser dann
von einem Sekundarantikérper gebunden, der alle Primarantikbrper des gleichen
Ursprungsorganismus erkennt. Der Sekundarantikorper ist mit einem Enzym gekoppelt, das
bei Zugabe eines Substrats eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Die entstehende
Lumineszenz kann auf einem Rdntgenfilm detektiert und damit die Bindung des Antikérpers
visualisiert werden. Ein haufig verwendetes Enzym ist die Meerrettichperoxidase (engl.
horseradish peroxidase, HRP), welche die Oxidation von Luminol katalysiert.

Zunachst musste die PVDF-Membran (Pall, Dreieich) aktiviert werden. Dazu wurde sie
1 min in Methanol geschwenkt und danach in Transferpuffer mit 20 % Methanol zusammen
mit dem SDS-Gel aquilibriert. Das Whatman-Papier und die Pads wurden ebenfalls in
Transferpuffer getrankt. Alle Komponenten wurden im Anschluss folgendermalien
geschichtet: ein Pad, zwei Whatman-Papiere, das SDS-Gel, die Membran, zwei Whatman-
Papiere und ein Pad. Diese Schichtung wurde in die Blotting-Apparatur (BioRad, Munchen)
eingespannt, und die Kammer wurde mit Transferpuffer aufgefullt. Das Blotting erfolge 100 min
bei 360 mA und 4 °C. Vor der Detektion der Proteine wurden unspezifische Bindungsstellen
auf der Membran blockiert. Dies geschah je nach Primarantikorper in 5 % Milchpulver/TBST,
5 % BSA/TBST oder Roti-Block (Roth, Karlsruhe) fir 1-2 h bei RT.

Die entsprechenden Primarantikbérper wurden in 5 % Milchpulver/TBST oder 5 %
BSA/TBST verdlinnt auf die Membran gegeben (s. Tab. 6) und 1 h bei RT oder bei 4 °C U.N.
unter Schutteln inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal 5 min in TBST gewaschen. Im
Anschluss wurde die Membran 1 h mit dem entsprechend verdiinnten Sekundarantikorper
(vgl. Tab. 7) unter Schiutteln bei RT inkubiert. Danach wurde erneut dreimal 5 min in TBST
gewaschen. Die gebundenen Antikérper wurden mit den Reagenzien Amersham ECL oder
ECL Plus™ (GE Healthcare, Minchen) (ber Chemilumineszenz nach Angaben des

Herstellers detektiert.

Transferpuffer (1x) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,01 % (w/v) SDS, 20 %
(v/v) Methanol
Inkubationspuffer fur Antikérper 5 % Milchpulver/TBST oder 5 % BSA/TBST
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2.2.3.9 Entfernen von an Membranen gebundenen Antikorpern

Membranen, die bereits im Western Blot analysiert wurden, wurden fir weitere oder
erneute Proteinnachweise durch das sogenannte ,Strippen® von gebundenen Antikérpern
gereinigt. Die meisten ,Stripping“-Protokolle denaturieren die gebundenen Antikérper
entweder bei sauren/basischen pH Werten oder bei Einwirkung von Detergenzien
(Laborjournal, 2007). Hier wurde die Membran 30 min bei RT in Re-Blot Plus Lésung (Millipore,
Schwalbach) inkubiert und anschlieBend 15 min in TBS bzw. PBS gewaschen. Im Anschluss
musste die Membran erneut blockiert werden, bevor die Inkubation mit weiteren Antikdrpern,

wie unter 2.2.3.8 beschrieben, stattfinden konnte.

2.2.3.10 Heterologe Expression rekombinanter Proteine in E.coli

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die sich im pGEX-Vektor befindenden
Expressionskonstrukte in kompetente E.coli Zellen des Stammes BL21 (DE3) pLysS
transformiert (s. 2.2.1.1). Zur heterologen Expression wurden zunachst Ubernacht-Vorkulturen
angezogen (50 ml), die dann 1:5 in frisches Medium in Kulturkolben mit Schikane tGberimpft
wurden (250 ml). Die Induktion der Expression der GST-Fusionsproteine erfolgte bei einer
ODe00=0,6-0,8 durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl--D-thioglactopyranosid) Gber Nacht
bei 18 °C. Anschlielend wurden die Zellen durch Zentrifugation (3900 g, 15 min, 4 °C)

geerntet.

2.2.3.11 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Das Bakterien-Pellet wurde in 10 ml kaltem PBS-Puffer mit DNasel (Endkonzentration

50 pg/ml) resuspendiert. Nach Zugabe von 26 pyl MnCl, (1 M), 260 pyl MgCl> (1 M) sowie
500 pyg/ml Lysozym folgte eine Inkubation auf Eis flr 15 min. Anschliefend wurde die
Suspension 7 x 30 sek. bei 100 % mit dem Sonopuls der Firma Bandelin sonifiziert. Unldsliche
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (3900 g, 45 min, 4 °C) entfernt. Die Aufreinigung
der GST-Fusionsproteine erfolgte tiber Affinitats-Chromatographie mit Glutathion-Sepharose-
Partikel (GE Healthcare), an die der GST-Anteil des rekombinanten Proteins binden kann. Der
Uberstand wurde mit 300 pl Glutathion-Sepharose gemischt und fiir 1-2 h bei 4 °C auf einem
Drehrad inkubiert. AnschlieRend wurden die Glutathion-Sepharose-Partikel einmal mit 10 mi
PBS/1 % Triton-X-100 und zweimal mit 10 ml PBS gewaschen (430 g, 5 min, 4 °C). Das an
die Glutathion-Sepharose gebundene rekombinante GST-Fusionsprotein wurde dann in 3 ml
PBS resuspendiert und in eine PolyPrep-Saule (BioRad) Uberfiihrt. Nachdem samtliche
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Flussigkeit abgeflossen war, wurde die Saule unten verschlossen. Fur die Elution des GST-
Fusionsproteins von der Glutathion-Sepharose wurde 300 pl des frisch hergestellten
Elutionspuffers auf die Saule gegeben, unter Schitteln 10-20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann das Eluat aufgefangen. Das eluierte Protein wurde Gber Nacht bei 4 °C
gegen PBS in Slide-A-Lyzer 10K Kassetten (Pierce/Perbio) dialysiert. Die Lagerung des
rekombinanten Proteins erfolgte aliquotiert nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei -

80 °C. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe des Bradford-Assays.

Elutionspuffer 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 15 mM Glutathion reduziert
Waschpuffer 50 mM Tris-HCL pH 7.5, 100 mM NaCl, 1mM DTT
Lysepuffer Waschpuffer, 1 mM PMSF

2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie

2.2.41 Epi-Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszierende Molekiile, sogenannte Fluorophore, absorbieren Licht einer
bestimmten Wellenlange und gehen somit in einen angeregten Zustand tUber. Durch Emission
eines Lichtquants, gelangt das angeregte Fluorophor wieder in seinen energetischen
Grundzustand. Im Unterschied zur konventionellen Lichtmikroskopie wird das Anregungslicht
bei der Fluoreszenzmikroskopie durch zwei Filtersets geleitet. Der erste Filter Iasst nur die
Wellenlangen durch, die das Fluorophor spezifisch anregen. Der zweite Filter l1asst hingegen
nur die emittierten Wellenlangen durch und sorgt so daflir, dass kein Licht der
Anregungswellenlange zum Detektor gelangt.

Die Fluoreszenzmikroskopie wird haufig genutzt, um spezifisch die Lokalisation eines
Proteins in der Zelle oder auch die relative Lokalisation mehrerer Proteine zueinander in der
Zelle zu untersuchen. Eine weit verbreitete Technik dazu ist die Kopplung von Antikérpern mit
Fluorophoren, welche als spezifische und vielseitige Farbereagenzien fungieren koénnen.
Beispiele flir Fluorophore sind AlexaFluor, Cy3 und Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Neben
den Fluorophoren sind auch fluoreszierende Proteine fur die Fluoreszenzmikroskopie wichtig
geworden, besonders das grin-fluoreszierende Protein GFP aus der Qualle Aequorea victoria
und seine Derivate. GFP kann zum Beispiel als Fusions-Protein zur Markierung von Proteinen
verwendet werden. Die Fluoreszenz von GFP beruht dabei auf der Autozyklisierung und
Oxidation von drei benachbarten Aminosauren (Sergs-Tyres-Glyes7). Ausserdem kénnen auch
Fluoreszenzfarbstoffe wie Hoechst 33342 oder DAPI verwendet werden um u.a. die DNA des
Zellkerns an zu farben. Der Farbstoff interagiert mit der DNA und emittiert Licht im Bereich

Blau bis Cyan.
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Analysen der Fluoreszenz von Zellen auf Mikroskopierschalchen (3,5 cm) erfolgten mit
einem inversen Fluoreszenzmikroskop der Firma Carl Zeiss (Axio Ovserver 2.1). Die Zellen
wurden mit einer CCD-Kamera aufgenommen und entsprechend mit dem computergestitzten
Bilderfassungssystem AxioVision 4.8 der Firma Carl Zeiss visualisiert. Die Auswertung der
Bilder erfolgte mit Photoshop CC (64Bit).

2.2.4.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie ist eine besondere Form der
Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei werden mit fokussierten Laserstrahlen einzelne Punkte des
Objektes beleuchtet und nicht, wie bei der Epifluoreszenzmikroskopie, das gesamte Praparat.
Mit Hilfe computergestitzter Techniken kann durch die Aufnahme jedes einzelnen Punktes
des Praparats das gesamte Bild rekonstruiert werden. Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie
bietet den Vorteil, dass Hintergrundsignale aus hoher oder tiefer liegenden Schichten
ausgeblendet werden kénnen und die Tiefenscharfe somit erhéht wird.

Es wurde ein konfokales Laserscanning Mikroskop TCS-SL der Firma Leica (Wetzlar)
fur die Analysen verwendet. Die Praparate wurden mit einer CCD-Kamera aufgenommen, mit
den computergestutzten Bilderfassungssystem LASAF Image Analysis der Firma Leica

visualisiert und mit Photoshop CC (64Bit) ausgewertet.

2.2.4.3 Immunfluoreszenzfarbung

Mit der indirekten Immunfluoreszenzfarbung kénnen zelluldre oder Gberexprimierte
Proteine nachgewiesen werden. Hierflir wurden die Zellen zunachst in mit Gelatine (0,1 %
(v/v) Gelatine, H20) beschichteten Mikroskopierschalchen (3,5 cm) ausgesat und zu einem
gewunschten Zeitpunkt durch Inkubation mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 15 min bei RT
fixiert. Wenn kein Membranprotein gefarbt wurde, wurde die Zellmembran der fixierten Zellen
nach vorsichtigem Waschen mit PBS durch Behandlung mit dem Detergenz Triton-X (0,1 %)
fur 10 min permeabilisiert, da nur so eine spater applizierte Antikorperlésung bis in den
Zellkern vordringen kann. Bei der Farbung von Membranproteinen kann die Permeabilisierung
der Zellmembran ausgelassen werden. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einem
Primarantikorper, der das entsprechende Protein bindet, in 10% BSA/ TBST fir 1 h bei RT
inkubiert. Nach Entfernen Gberschiissigen Primarantikérpers durch Waschen mit PBS erfolgte
anschlielend die Detektion des Primarantikorpers durch Inkubation mit einem
Sekundarantikérper in 10% BSA/ TBST fir 1 h bei RT im Dunkeln. Der Sekundarantikorper ist

mit dem Fluorophor AlexaFluor568 oder AlexaFluord88 gekoppelt und erkennt alle
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Primarantikorper eines gleichen Ursprungsorganismus. Die gefarbten Zellen wurden zur

spateren Analyse in 0,1% Na-Acid/ PBS im Kuhilschrank aufbewahrt.

2.3 Mikroinjektion

Die Mikroinjektion dient dem gezielten und effizienten Einbringen von Proteinen und
DNA in das Zytoplasma oder den Zellkern von adharenten Zellen. Vero-Zellen eignen sich
aufgrund ihres grolien Zytoplasmas, ihrer gut sichtbaren Kerne und ihrer starken Adharenz
hierzu besonders gut. Mit der Methode der Mikroinjektion kdnnen unter anderem Kernimport-
und Export-Signale von Proteinen auf ihre Aktivitat hin untersucht werden. Das zu injizierende
Protein soll eine Konzentration von etwa 2-5 ug/ul haben. Vor der Injektion werden die Proteine
oder die DNA mindestens fiir 30 min abzentrifugiert (4 °C, 14.000 rpm), um mogliche
Aggregate und Verunreinigungen zu entfernen. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen
und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt. Die Injektions-Kapillaren werden mit
dem Mikropipetten-Puller (Sutter Instrument) gezogen und mit 8 ul Protein -Lésung beflllt.
AnschlieRend wird die Kapillare in die Halterung am Femto Jet AIS2 von Eppendorf
eingespannt. Vor der Injektion werden die am Tag zuvor ausgesaten Vero Zellen mit 20 pl
HEPES-Puffer versetzt. Um die Zerstérung der Zell-Membranen zu vermeiden, kénnen
wahrend der Mikroinjektion sowohl Druck als auch Dauer der Injektion standig angepasst

werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Lokalisationsanalyse des Apoptose-Inhibitorproteins XIAP

Die ,Inhibitoren der Apoptose” (IAP)-Proteinfamilie spielt eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Zelltod (Apoptose) und Zelliberleben. Da
eine Dysregulation auf dieser Ebene zur Entstehung von Tumoren fihren kann, stehen die
IAPs vermehrt im Mittelpunkt vieler tumorbezogener Forschungsthemen.

Von den bisher acht im Menschen identifizierten Mitgliedern der IAP-Proteinfamilie
(Abb. 6) sind Survivin und XIAP bislang am besten untersucht. Fir Survivin, welches
zusatzlich als Regulator der Mitose agiert, wurde ein Leucin-reiches Exportsignal (NES)
beschrieben, welches mit dem nukledaren Exportrezeptor Crm1 interagiert. Diese
Wechselwirkung ist flr die duale biologische Funktion von Survivin essentiell. Survivin Ubt so
nicht nur die Rolle als Apoptose-Inhibitor aus, sondern sorgt wahrend der Mitose als Teil des
»,Chromosomal Passenger Complex® fiur eine korrekte Verteilung der Chromosomen und
einen reibungslosen Ablauf der Zellteilung.

Da XIAP ebenfalls nicht nur eine Rolle in der Apoptose-Inhibition einnimmt, sondern
in zahlreichen Signalwegen von enormer Bedeutung ist (Galban und Duckett 2010), soll im
Rahmen des ersten Teils dieser Arbeit am Beispiel von XIAP untersucht werden, ob
innerhalb der IAP-Familie weitere Exportsignale vorkommen und inwieweit diese selbst
funktionell die Regulation der Apoptose oder weitere biologische Funktionen dieser Proteine

unterstutzten konnen.

Um zu untersuchen, ob XIAP ein mdgliches Exportsignal (NES) in seiner Sequenz
tragt, wurde zunachst XIAPwt.GFP 24 h transient in Hela-Zellen exprimiert und diese dann
mit dem Exportinhibitor Leptomycin B (LMB) (10 nM) behandelt. Als Negativkontrolle wurden
GFP und als Positivkontrolle Survivinwt-GFP im Experiment analog mitgefuhrt.

XIAPwT-GFP lokalisiert zunachst im Zytoplasma der Zelle und nur zu sehr geringen
Anteilen im Zellkern (Abb. 14A). In Gegenwart des Export-Inhibitors LMB akkumuliert
XIAPwt-GFP im Zellkern (Abb. 14B). GFP alleine, zeigt aufgrund seiner Diffusionsfahigkeit
eine homogene Verteilung im Kern wie im Zytoplasma der Zelle, welche auf eine
Behandlung mit LMB nicht anspricht (Abb. 14E und 14H). Vormals zytoplasmatisch
lokalisiertes Survivinwt-GFP, akkumuliert nach LMB-Inkubation im Zellkern (Abb. 14D und
14G). Da hier allerdings die passive Diffusion dem aktiven Export entgegenwirkt, kommt es

nur zu einer teilweisen Verlagerung des Proteins vom Zytoplasma in den Kern. Die
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Ergebnisse konnen also als erster Hinweis darauf gewertet werden, dass in der

Proteinsequenz von XIAP, moglicherweise ein LMB-sensitives Exportsignal vorhanden ist.

XIAP,,-GFP

-LMB
+LMB 3h

XIAP,,-GFP Surviving-GFP GFP
c

Abb. 14 — Lokalisationsanalyse von XIAPwr-GFP nach Exportinhibition

LMB beeinflusst die Lokalisation von XIAPwr-GFP. XIAPwt-GFP wurde in Hela-Zellen
transient fur 24 h Uberexprimiert und anschlieBend drei Stunden mit LMB (10 nM) behandelt
(A/B und C/F). Die Zellen wurden vor und nach der LMB-Behandlung
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. GFP (E/H) wurde als Negativ- und Survivin (D/G) als
Positivkontrolle verwendet. Dargestellt sind einerseits ein Ubersichtsbild bei einer
Vergrélkerung von 20x (A/B) und andererseits detaillierte Aufnahmen der Zellen bei einer
Vergrélkerung von 40x (C-H). MaRstabsbalken, 50 um (A/B), bzw. 20 um (C-H). Weitere

Erlduterungen siehe Text.
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Im nachsten Schritt ist nun zu klaren, wo endogenes XIAP in der Zelle lokalisiert und
wie es auf LMB reagiert. Hierzu wurden zunachst verschiedene Zelllinien hinsichtlich ihrer
endogenen XIAP-Expression analysiert, um so deren Eignung flir weitere Experimente zu
Uberprifen. Hierzu wurden die Zellen lysiert und per SDS-PAGE und Western-Blot auf die
XIAP-Expression hin untersucht. So konnte in den Zelllinien 293T, Hela und SK-Mel37 die
groltte Menge an endogenem XIAP nachgewiesen werden. In A431-Zellen, welche
Survivinwt-GFP stabil exprimieren, ist die XIAP-Menge gegentber parentalen A431-Zellen
ebenfalls geringfligig erhéht. NW-450 und Vero-Zellen weisen nur eine sehr geringe XIAP-
Expression auf (Abb. 15). Aufgrund dieser Ergebnisse sowie bestehender experimenteller
Erfahrungen, insbesondere hinsichtlich der Immuncytochemie, wurden fir die folgenden

Experimente Hela-Zellen verwendet.

e R XIAP

L
- —
G aGAPDH
vive_®™® B W w» - -

-

Abb. 15 — Expression von endogenem XIAP in unterschiedlichen Zelllinien
Gesamtzelllysate verschiedener Zelllinien wurden per Western-Blot auf die Expression von
endogenem XIAP hin untersucht. GAPDH diente als Ladekontrolle. Weitere Erlauterungen

siehe Text.

Um den Einfluss der Exportinhibition durch LMB auf endogenes XIAP in Hela-Zellen
zu untersuchen, wurden diese mittels indirekter Immuncytochemie analysiert. Da zunachst
kein immuncytochemisches Farbeprotokoll fur den zu verwendenden XIAP Antikérper (Tab.
13) existierte, wurde die Farbung zundchst mit und ohne vorherige Permeabilisierung mit
0,1% Triton X-100/ PBS durchgefiihrt (Abb. 16). In beiden Fallen konnte kein Unterschied
vor und nach LMB-Behandlung (10 nM) festgestellt werden. Allerdings zeigte der verwendete
Antikérper ohne Permeabilisierung eine rein zytoplasmatische (Abb. 16H und 16K), nach
Triton-Behandlung eine nukleare Farbung (Abb. 16B und 16E).
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Abb. 16 — Lokalisationsanalyse von endogenem XIAP nach Export-Inhibition

Hela-Zellen wurden mit LMB (10 nM) behandelt und anschlieRend fixiert. Danach wurden die
Zellen mit XIAP-spezifischem Antikorper gefarbt. Zur Optimierung des Farbeprotokolls wurde
ein Ansatz direkt gefarbt (A-F) und der andere zusatzlich permeabilisiert (G-L). Es konnte
kein Einfluss von LMB auf die endogene Lokalisation von XIAP nachgewiesen werden, da
XIAP entweder nur im Kern (A-F) oder dem Zytoplasma (G-L) angefarbt wurde. Die Zellkerne

wurden mit Hoechst33342 angefarbt. MaRRstabsbalken, 20 ym. Weitere Erlauterungen siehe
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Mittels zellularer Fraktionierung, sollten die Ergebnisse der mikroskopischen Studien
nun auch biochemisch verifiziert werden. Dazu wurden untransfizierte und mit XIAPwr-GFP
transfizierte 293T-Zellen 24 h nach der Transfektion einer Zellfraktionierung unterzogen
(Abb. 14).

Die getrennte Analyse der Zellkompartimente zeigt sowohl fir endogenes XIAP als
auch fir transient Uberexprimiertes XIAPwr-GFP eine signifikante Akkumulation von XIAP in
der Kernfraktion nach LMB-Behandlung. Parallel dazu ist eine Abnahme der XIAP-Menge im
Zytoplasma zu erkennen. Lamin und GAPDH dienten der Qualitatskontrolle der
Fraktionierung. Dies bestéatigte die nach LMB-Behandlung nachgewiesene nukleare
Lokalisation von XIAP (Abb. 17A und 17B).

A Zytoplasma Zellkern B Zytoplasma Zellkern

- + 3h LMB - + - +

70KDA e 5 +
r ' " : - . — i

70kD 2 s . . alLamin : =

40kDa
35k03_‘ ‘-’ g aGAPDH . : . g g

Endogen + XIAP,,-GFP

Abb. 17 —XIAP akkumuliert nach LMB-Behandlung im Zellkern
Western-Blot-Analyse fraktionierter Zelllysate von untransfizierten (A) und mit XIAPwr-GFP
transfizierten (B) 293T-Zellen, ohne und mit LMB (10 nM). Lamin (nuklear) und GAPDH

(zytoplasmatisch) dienten als Fraktionierungs-Kontrolle. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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Da der Transportrezeptor Crm1, welcher direkt durch LMB-gehemmt wird, eine
zentrale Rolle in der Vermittlung des Exports von Proteinen aus dem Zellkern ins Zytoplasma
einnimmt, sollte im Folgenden untersucht werden, ob dieser auch mit XIAP interagiert. Aus
diesem Grund wurde XIAPwt-GFP zunachst mit Crm1-Myc kotransfiziert und die Lokalisation
nach 24 h fluoreszenzmikroskopisch visualisiert.

Wird XIAPwr-GFP alleine transfiziert, lokalisiert es wie bereits beschrieben
hauptsachlich im Zytoplasma und teils im Kern der Zelle (Abb. 18A). Wird Crm1-Myc mit
XIAPwt-GFP kotransfiziert, verringert sich die Menge an XIAP im Zellkern signifikant (Abb.
18B).

XIAP,,-GFP

XIAP,-GFP

-Crm1-Myc
+ Crm1-Myc

Abb. 18 — Die Ko-Expression des Exportrezeptors Crm1 beeinflusst die Lokalisation
von XIAP

Hela-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert und 24 h nach Transfektion
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Einzeltransfektion von XIAPwt-GFP (A). Kotransfektion
von XIAPwr-GFP und Crm1-Myc (B). Mal3stabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe
Text.
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3.1.1.6 Interaktionsanalyse von XIAP und dem Exportrezeptor Crm1

Zur biochemischen Verifizierung der aus der Kotransfektion von XIAP und Crm1
gewonnenen Ergebnisse (Abb. 18), wurde eine Ko-Immunprazipitation zur Analyse der
Proteininteraktion im Zelllysat durchgefiuhrt. Diese erlaubt die biochemische Analyse einer
Proteininteraktion in vivo. Die Interaktionspartner XIAPwt-GFP und Crm1-Myc wurden
kotransfiziert und mittels eines gegen GFP gerichteten Antikorpers prazipitiert. Die Detektion
erfolgte Uber einen a-Myc-Antikorper. Es zeigte sich, dass Crm1 (116 kDa) im Input (Abb. 19
links) vorhanden ist, in der IP jedoch nur mit XIAPwr-GFP koprazipitiert wird, nicht aber mit
den Negativkontrollen (Abb. 19 rechts).

+ Crm1-Myc + Crm1-Myc
o X ¢ o K P
P«Nﬂ @°° cf P"‘“ ©0° ef
IP: oGFP
100 kD2 e
WB:aMyc
3% Input 50% Eluat

Abb. 19 — XIAP und Crm1 zeigen Hinweis auf Interaktion nach Ko-IP

Western-Blot-Analyse der Ko-Immunprazipitation aus Gesamtzelllysaten von 293T-Zellen,
welche mit den angegebenen Plasmiden transfiziert wurden. Als Negativkontrollen dienten
ein pc-DNAS3.1-Leervektor (mock) und GFP. Die linke Seite zeigt 3 % des Inputs, die rechte

50 % des Eluats. Weitere Erlauterungen siehe Text.

3.1.2 Eingrenzung eines moglichen nukledaren Exportsignals in XIAP
Da die Kombination der vorherigen Ergebnisse auf die Existenz eines moglichen
Exportsignals (NES) hindeutet, wurden in silico-Sequenzanalysen und weiterfUhrende

Versuche zu dessen Eingrenzung und Verifizierung durchgefuhrt.
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Um die genaue Position des mdglichen nukledren Exportsignals (NES) zu
verifizieren, wurde die komplette Proteinsequenz von XIAP mit Hilfe unterschiedlicher online
verfugbarer bioinformatischer Algorithmen auf potenzielle NES analysiert. Diese umfassende
Analyse prognostiziert mehrere verschiedene Sequenzbereiche, welche den bekannten
Konsensussequenzen fiir Kernexportsignale entsprechen (Abb. 20). Fir die weiteren
Experimente wurde die Aminosauresequenz von XIAP nun in finf Abschnitte unterteilt, die
jeweils eines der potenziellen Exportsignale tragen sollten. Diese wurden durch Unterstriche
kenntlich gemacht (Abb. 20).

Zudem wurde beschrieben, dass XIAP von den Caspasen-3 und -7 in zwei Teilstlicke
gespalten werden kann (Quinn L.Deveraux 1999). Aus diesem Grund wurde XIAP zuséatzlich
in das sog. N-terminale und C-terminale Fragment aufgeteilt (Abb. 20). So sollte im
Folgenden das Exportsignal genauer lokalisiert werden kénnen und analysiert werden, ob
die Spaltung durch die genannten Caspasen moéglicherweise die Translokation von XIAP zu

beeinflussen vermag.
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Abb. 20 - In silico-Sequenzanalyse hinsichtlich potenzieller Exportsignale in XIAP

In der Ubersicht ist die komplette XIAP Proteinsequenz dargestellt. Die unterstrichenen
Abschnitte heben die Uber biologische Algorithmen vorhergesagten NES in XIAP hervor. Die
verschiedenen Farben markieren die fiinf Teilsequenzen, welche experimentell verwendet
werden sollen, um die genaue Position des potenziellen Kernexportsignals zu verifizieren.
Drei der Teilsequenzen beinhaltet je ein vorhergesagtes Kernexportsignal, wobei XIAPks
sogar drei enthalt, durch die blaue und schwarze Klammer gekennzeichnet. Die blauen
Klammern markieren jeweils den N- bzw. C-terminalen Bereich, der nach Caspase-3/-7

Spaltung entsteht.
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3.1.2.2 XIAP-Konstrukte zur Verifizierung des Exportsignals

Die einzelnen Fragmente von XIAP wurden in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3.1 (+) kloniert und jeweils einmal mit einem C-terminalen GFP-
Marker und einmal mit einem zusatzlichen N-terminalen GST-Marker versehen (Abb. 21).
Der GST-Marker soll bei weiteren transienten Transfektionen und folgender LMB-
Behandlung die passive Diffusion der kurzen Teilstlicke verhindern.

Im Weiteren wurden die rekombinanten XIAPg1.rs-/ XIAPN-Term-c-Term- DNA-Sequenzen
in den prokaryontischen Expressionvektor pPGEX-GST-GFP (Tab. 11) kloniert. So konnten im
Anschluss die rekombinanten XIAPgi-r5 Proteine in E.coli BL21-Bakterien exprimiert, tber
den GST-Marker aufgereinigt und schlieBlich fir Mikroinjektionsexperimente verwendet
werden. Die Fusion mit GFP dient dabei der visuellen Detektion der Proteine und deren
Translokation bzw. Lokalisation in der Zelle. Eine Ubersicht (iber die hergestellten Konstrukte
einschlielllich der bislang dokumentieten Domanenorganisation des Proteins ist in

Abbildung 21 gezeigt.
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Abb. 21 — Schematische Darstellung der XIAP-Expressions-Konstrukte

Die XIAP-Teilsequenzen wurden zum einen mit einem C-terminalen GFP-Tag (griin) und
zum anderen mit einem zusatzlich eingebrachten N-terminalen GST-Tag (grau) fusioniert. In
dunkelblau sind die einzelnen BIR- (Baculovirus IAP-Repeat) und in hellblau die RING-
(Really Interesting New Gene) Domanen gekennzeichnet. Die UBA (Ubiquitin-Associated-
Binding-Domain) ist in Rot hervorgehoben, die jeweiligen Aminosaure-Positionen finden sich
in Klammern. Unterhalb der Konstrukte F1-F5, sind die Positionen der moglichen

Exportsignale und deren Aminosauresequenzen angegeben.

Das N- und C-terminale XIAP-GFP-Konstrukt (Abb. 21) wurde in Hela-Zellen fur 24 h
transient Uberexprimiert und die Zellen anschlieRend mit LMB (10 nM) behandelt. Die mit
GFP fusionierten Proteine lokalisieren zunadchst primar im Kern, aber auch zu einem
geringen Anteil im Zytoplasma (Abb. 22A und 22B). Diese zellulare Verteilung andert sich
auch nach dreistundiger Inkubation mit LMB (10 nM) nicht (Abb. 22C und 22D).

N-Term-GFP C-Term-GFP

- LMB

N-Term-GFP C-Term-GFP

+3h LMB
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Abb. 22 — Export-Inhibition beeinflusst weder die Lokalisation des N- noch des C-
terminalen XIAP-Konstruktes

Hela-Zellen wurden transient mit dem N- und C-terminalen XIAP mit GFP
Fusionskonstrukten transfiziert und mit LMB (10 nM) behandelt. Die Zellen wurden vor und
nach der Behandlung unfixiert unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Weder das N-
(A/C) noch das C-terminale (B/D) Konstrukt zeigt eine Reaktion auf LMB. Malstabsbalken,

20 ym. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Im nachsten Schritt sollte Gberprift werden, ob ein zusatzlicher GST-Tag am N-
Terminus der XIAP-Fragmente deren Lokalisation beeinflusst. Mit einem Molekulargewicht
von knapp 30 kDa und seiner sterischen Beschaffenheit kann GST die Kernpore nicht
Uberwinden und kann in Fusion mit anderen Proteinen deren passive Diffusion verhindern.
So wurden die entsprechenden Fragmente, GST-XIAPN-term-GFP und GST-XIAPc1erm-GFP
hergestellt, ebenfalls fir 24 h transient in Hela-Zellen Gberexprimiert und 3 h mit LMB
(10 nM) inkubiert. In Abwesenheit von LMB lokalisieren beide Proteine ausschlielllich im
Zytoplasma (Abb. 23A und 23B). Nach LMB-Behandlung akkumuliert GST-XIAPN-term-GFP
im Kern der Zellen (Abb. 23C), wohingegen die Lokalisation von GST-XIAPc.term-GFP
unverandert bleibt (Abb. 23D).

GST-N-Term-GFP GST-C-Term-GFP
2]
| B
~l
GST-N-Term-GFP GST-C-Term-GFP
4]
=
-~
<
~
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Abb. 23 — GST-XIAPN.term-GFP akkumuliert nach LMB-Behandlung im Zellkern

Hela-Zellen wurden transient mit GST-XIAPN.term-GFP und GST-XIAP-c.1em-GFP transfiziert
und mit LMB (10 nM) behandelt. Die Zellen wurden vor und nach der Behandlung unfixiert
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Im Vergleich zum C-terminalen Konstrukt (B/D) zeigt
der N-Terminus von XIAP (A/C) nach LMB-Behandlung eine nukledare Akkumulation.

Malstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Um nun die Position des potenziellen Exportsignals weiter verifizieren zu kénnen,
wurden im Folgenden die funf vorab beschriebenen XIAP-GFP Konstrukte (Abb. 21) fir 24 h
transient in Hela-Zellen Uberexprimiert und anschlieRend drei Stunden lang mit LMB (10 nM)
behandelt. Alle transfizierten Konstrukte lokalisieren ohne Zugabe von LMB in der gesamten
Zelle, zeigen aber dabei eine etwas starkere Kernlokalisation (Abb. 24A - 24E). Nach LMB-
Inkubation ist kein signifikanter Unterschied in der Lokalisation der Fusionsproteine zu
erkennen (Abb. 24F - 24J).

XIAP, .-GFP

om
= A
-
'
20 pm

XIAP,.-GFP XIAP,.-GFP XIAP,.-GFP XIAP z-GFP

| .

+3h LMB

Abb. 24 - Export-Inhibition hat keinen Einfluss auf die Lokalisation der GFP-

markierten Deletionskonstrukte XIAPg1£5

Hela-Zellen wurden mit den jeweiligen XIAP-GFP Fragmenten 1-5 transient transfiziert und
mit LMB (10 nM) behandelt. Die Zellen wurden vor (A-E) und nach (F-J) der LMB-
Behandlung unfixiert fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Keines der Konstrukte zeigt nach
der Inkubation mit LMB eine Lokalisationsveranderung. MaRstabsbalken, 20 um. Weitere

Erlauterungen siehe Text.
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Nachdem keines der XIAPri.rs-GFP Fusionsproteine eine Reaktion auf die LMB-
Behandlung zeigte und somit keine eindeutige Aussage Uber die Position des nuklearen
Exportsignals getroffen werden kann, wurde der Versuch mit den GST-XIAPg1.r5-GFP
Konstrukten wiederholt. Das zusatzliche N-terminale GST-tag sollte eine mdgliche passive
Diffusion der Proteine verhindern. Fir diesen Versuch wurden 293T-Zellen verwendet.
24 Stunden nach Transfektion sind die Konstrukte primar im Zytoplasma und nur sehr
schwach im Kern der Zellen exprimiert (25A - 25E). Eine anschlieliende dreistlindige
Behandlung der transfizierten Zellen mit LMB (10 nM) induziert keine Umlagerung der GST-
XIAPr1r5s-GFP Proteine, sie lokalisieren weiterhin zytoplasmatisch (Abb. 25F - 25J).

GST-XIAP,-GFP GST-XIAP,.-GFP GST-XIAP,-GFP GST-XIAP-GFP GST-XIAP;.-GFP

e A c D
~l
L
O ’
_20pm
.

+3h LMB

J
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Abb. 25 — Exportinhibition hat keinen Einfluss auf die Lokalisation der GFP-markierten
GST-GFP fusionierten XIAP-Deletionskonstrukte F1-F5

293T-Zellen wurden mit den jeweiligen GST-XIAP-GFP Fragmenten 1-5 transient transfiziert
und 24 h spater, mit LMB (10 nM) behandelt. Die Zellen wurden vor (A-E) und nach (F-J) der
LMB-Behandlung unfixiert fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Keines der Konstrukte zeigt
nach der Inkubation mit LMB eine Lokalisationsveranderung. MafRstabsbalken, 20 pm.

Weitere Erlauterungen siehe Text.
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3.1.2.7 Bakterielle Expression der GST-XIAP-GFP Konstrukte F1-F5

Die computergestiitzte Mikroinjektion erdffnet die Moglichkeit, Proteine prazise in
Zellkompartimente wie den Kern oder das Zytoplasma einzubringen und deren Translokation
in der Zelle direkt zu visualisieren. So sollte eine mogliche Translokation der GST-XIAPE1fs-
GFP-Konstrukte mittels dieser Methode untersucht werden. Hierzu wurden die Konstrukte in
den prokaryontischen Expressionsvektor pGex-GST-GFP umkloniert und anschlielend in
E.coli BL21 transformiert. Die Proteinexpression wurde mit IPTG (1 mM) induziert (s.
2.2.3.10). Um die Qualitat der Proteinexpression zu dokumentieren wurden vor (v.l.) und
nach der IPTG-Induktion (n.l.) sowie nach der Bead-Inkubation und auf einem SDS-Gel
aufgetrennt. In Abbildung 26, ist auf dem Coomassie gefarbten SDS-Gel zu erkennen, dass
alle Proteine nach Induktion in hohen Mengen exprimiert werden. Nach der Bead-Inkubation
nahm die Menge des Proteins im Uberstand (U.B.) im Vergleich zur n.l. Probe ab. Es
genugen bereits kleinste Mengen an IPTG (0,3 mM), um die Proteine adaquat zu
exprimieren (Abb. 26/ XIAPsg). Somit konnten die Proteine zur Mikroinjektion aufgereinigt

werden.

XIAP, .

100 kDa ——
70 kDa ———

50 kDa e
40 kDa —

100 kDa ———
70 kDa —

50 kDa —
40 kDA e

. nl.  U.B.
0.3mM 0.9mM IPTG

Abb. 26 — Bakterielle Expression der GST-XIAP-GFP Konstrukte 1-5 in E.coli BL21

Alle Konstrukte konnten in ausreichende Menge exprimiert werden. Sowohl vor (v.l.) und
nach (n.l.) der IPTG-Induktion (1 mM), der Proteinexpression in den E.coli BL21-Bakterien
als auch nach der Kopplung der Proteine an die Beads wurde je 1 ml zur Analyse in einem

SDS-Gel abgenommen. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt.
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Die bakteriell exprimierten und aufgereinigten GST-XIAPr1.rs-GFP Proteine wurden
einzeln zur Mikroinjektion eingesetzt (s. 2.2.5). Die Proteine wurden einzeln in die Kerne von
Vero-Zellen injiziert und Uber einen Zeitraum von 20 Stunden unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet (Abb. 27A, E, | und H). GST-XIAPr-GFP zeigt bereits
nach drei Stunden eine geringe Translokation aus dem Kern ins Zytoplasma (Abb. 27B).
Nach drei weiteren Stunden ist zu erkennen, dass die Translokation weiter voranschreitet
und nach 20 Stunden eine ausgeglichene Verteilung im Zellkern und dem Zytoplasma
vorliegt (Abb. 27C und 27D). Ebenso transloziert GST-XIAPg-GFP bereits nach drei
Stunden (Abb. 27F). Die Intensitat ist vergleichbar mit der des GST-XIAPr-GFP Proteins
(vgl. Abb. 27B). Im weiteren Verlauf nimmt die Proteinmenge im Kern weiter ab und im
Zytoplasma soweit zu, dass auch hier nach 20 Stunden ein Gleichgewicht in der Verteilung
erreicht ist (Abb. 27H und 271). Da es zu Komplikationen bei der Protein-Aufreinigung des
GST-XIAPr3-GFP-Konstruktes kam, wurde dieses Protein nicht mikroinjiziert und ist somit in
seiner moglichen Exportfunktion, nicht zu bewerten.

GST-XIAPr4-GFP ist auch drei Stunden nach Injektion ausschlieRlich im Zellkern zu
detektieren und lasst keine Translokation erkennen (Abb. 27J). Nach sechs Stunden
hingegen ist das Protein in geringem Mal} im Zytoplasma vorhanden. Nach weiteren
17 Stunden ist im Kern und dem Zytoplasma eine Gleichverteilung des Proteins detektierbar
(Abb. 27K und 27L). Im Vergleich zu den Konstrukten XIAPr1 und XIAPg ist die
Proteinverteilung zwischen dem Kern und Zytoplasma homogener (Abb. 27L). GST-XIAPks-
GFP lasst nach drei Stunden eine geringe Umlagerung erkennen (Abb. 27N), die im Verlauf
der Zeit nicht weiter zunimmt (Abb. 27N - 27P).
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GST-XIAP,,-GFP
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Abb. 27 — Exportaktivitdt der GST-XIAP-GFP-Deletionskonstrukte F1, F2 und F4 nach
Mikroinjektion

Zeitkinetik der Translokation rekombinanter GST-GFP-Fusionsproteine, welche die
definierten XIAP-Sequenzabschnitte beinhalten, nach Mikroinjektion in den Kern von Vero-
Zellen. Die injizierten GST-XIAP-GFP Konstrukte 1 (A-D), 2 (E-H), 4 (I-L) und 5 (M-P)
wurden nach der Injektion Uber einen Zeitraum von 20 h unter dem Fluoreszenzmikroskop
beobachtet. Bis auf GST-XIAPrs-GFP zeigen alle Konstrukte eine Translokation nach 20 h.

Mafstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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3.1.2.9 Interaktionsanalyse der XIAP-GFP Konstrukte F1-F5 mit Crm1

Basierend auf den Ergebnissen der Mikroinjektion, wurden die entsprechenden XIAP-
Deletionskonstrukte anschlieRend in der Ko-Immunprazipitation auf eine mdgliche Interaktion
mit dem Exportrezeptor Crm1 hin untersucht. Das F3-Fragment wurde trotz der nicht
erfolgreichen Mikroinjektion ebenfalls in die Analyse eingeschlossen. 293T-Zellen wurden mit
Crm1-Myc und den angegebenen Plasmiden kotransfiziert, 24 h spater wurde ein Gesamt-
Zelllysat hergestellt und dieses mittels a-GFP Antikérper prazipitiert. Sowohl der Input
(Abb. 28 links) als auch das Eluat (Abb. 28 rechts) der IP wurde mittels Western-Blot mit o-
GFP und a-Myc Antikérpern analysiert. Im Input konnten alle Uberexprimierten Proteine
detektiert werden und auch im Eluat waren die prazipitierten GFP-Fusionsproteine
ausnahmslos nachzuweisen.

In der Tat konnte mit den die GFP-markierten XIAP-Fragmente 1, 2 und 4 sowie in
geringem Male auch mit Fragment 5 Crm1-Myc vergleichbar mit der Survivinwr-GFP-
Positivkontrolle koprazipitiert werden. XIAPr;-GFP zeigte eine der GFP-Negativkontrolle

ahnliche, kaum nachweisbare Koprazipitation (Abb. 28 rechts).

+Crm1-Myc +Crm1-Myc
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Abb. 28 — Die XIAP-GFP-Deletionskonstrukte F1, F2 und F4 interagieren mit Crm1
Ko-Immunprazipitation von Gesamtzelllysaten von 293T-Zellen, welche mit den
angegebenen Plasmiden transfiziert wurden. Als Positivkontrolle diente Survivinwt-GFP und
als Negativkontrolle pC3-GFP. Zur Prazipitation wurde ein a-GFP Antikérper verwendet und
fur die Western-Blot-Detektion ein a-GFP- und a-Myc-Antikérper Die linke Seite zeigt 3 %
des Inputs, die rechte 50 % des Eluats. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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Exportinhibitions-Versuche konnten zeigen, dass die subzelluldre Lokalisation von
XIAP durch LMB beeinflusst wird. Dennoch kénnen nach der Sequenzanalyse und
experimenteller Verifizierung keine signifikanten Aussagen Uber die genaue Position eines
NES in XIAP getroffen werden. Demnach soll im Folgenden geklart werden, ob die
Translokation von XIAP moglicherweise auf einen LMB-sensitiven Interaktionspartner von

XIAP zuriickzufiihren sein konnte.

Da bereits beschrieben wurde, dass Survivin ein potenter Interaktionspartner von
XIAP ist, wurde XIAPwr-GFP transient mit Survivinwt-BFP und Survivinnesmr-BFP in Hela-
Zellen ko-transfiziert und die Lokalisation von XIAP und Survivin 24 h spater, mikroskopisch
ausgewertet. Zur Analyse der korrekten Expression und Lokalisation der genannten Proteine
wurden diese zunachst jeweils einzeln transient exprimiert. XIAPw-GFP lokalisiert primar im
Zytoplasma und schwach im Nukleus (Abb. 29A). Survivinwt-BFP ist ebenfalls im Zytoplasma
lokalisiert, wohingegen die Export-defiziente Survivin Mutante Survivinnesur-BFP  eine
ausgepragte Kernakkumulation zeigt (Abb. 29B und 29C). Wird XIAPwr-GFP mit Survivinw-
BFP kotransfiziert, kolokalisieren beide Proteine im Zytoplasma (Abb. 29F). Allerdings ist
keine Lokalisationsanderung von XIAPwr-GFP oder Survivinwt-BFP gegeniiber den
Einzeltransfektionen detektierbar (Abb. 29D und 29E). Wird XIAPwr-GFP mit Survivinnesmr-
BFP kotransfiziert, zeigt sich eine nur geringe Ko-Lokalisation (Abb. 29I). XIAPwr-GFP ist
weiterhin im Zytoplasma vorzufinden, wohingegen Survivinnesut-BFP nukleédr lokalisiert
(Abb. 29G). Demnach hat auch die Kotransfektion mit der Survivin Export-defizienten

Mutanten keinen Einfluss auf die subzellulare Position von XIAP (Abb. 29H).
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Abb. 29 — Survivin hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von XIAP

Hela-Zellen wurden jeweils mit XIAPwr-GFP und Survivinwt-BFP (D-F) sowie XIAPwr-GFP
und der Export-defizienten Mutante Survivinnesur-BFP (G-I) kotransfiziert und 24 h spater am
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Kotransfektion (D-J) zeigt keinen Einfluss auf die
Lokalisation der Proteine im Vergleich zu den jeweiligen Einzeltransfektionen (A-C).

Mafstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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Ein weiterer essentieller Interaktionspartner von XIAP und somit ein ebenfalls
wichtiger Faktor in der Apoptose ist das Protein XAF1. Diese Interaktion initiiert den Abbau
von Survivin und verhindert zeitgleich die Inhibition der Caspasen, wodurch die anti-
apoptotische Wirkung von XIAP aufgehoben wird (Arora et al.). Da gezeigt wurde, dass
XAF1 im Zellkern akkumuliert (Peter Liston und Tamai 2001), XIAP aber im Zytoplasma
exprimiert wird, sollte im Folgenden geklart werden, wie diese beiden Proteine miteinander in
Kontakt treten kdnnen.

XAF1wr-mCherry wurde hierzu transient in Hela-Zellen Uberexprimiert und 24 h
spater fir drei Stunden mit LMB (10 nM) inkubiert und mikroskopisch analysiert. Hiernach
fallt auf, dass XAF1 zunachst nicht im Kern sondern im Zytoplasma der Zelle lokalisiert (Abb.
30A). Die vormals beschriebene Kernlokalisation von XAF1wr-mCherry ist erst nach LMB-
Inkubation zu detektieren (Abb. 30B).

XAF1,.-mCherry
A

-LMB
+LMB 3h

Abb. 30 — XAF1 akkumuliert erst nach LMB-Behandlung im Zellkern

Hela-Zellen wurden mit XAF1wr-mCherry transfiziert und 24 h spater fur drei Stunden mit
LMB (10 nM) behandelt. Die Analyse der Proteinlokalisation erfolgte vor und nach der LMB-
Behandlung am Fluoreszenzmikroskop. Mafstabsbalken, 20 uym. Weitere Erlauterungen

siehe Text.
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Um die Interaktion und Lokalisation von XIAP und XAF1 im Rahmen dieser Arbeit
noch einmal zu bestatigen und eventuelle Auswirkungen diese Wechselwirkung zu
analysieren, wurden XIAPwt-GFP und XAF1wr-mCherry fur 24 h transient in Hela-Zellen ko-
exprimiert und anschlieRend fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

Als Ergebnis der Kotransfektion ist im Vergleich zur Einzeltransfektion (Abb. 14 und
Abb. 30) verteilen sich XIAP und XAF1 homogen in der gesamten Zelle (Abb. 31A und 31B).
Werden die kotransfizierten Zellen fiir drei Stunden mit LMB (10 nM) behandelt, translozieren
beide Proteine in den Nukleus (Abb. 31D und 31E). In den Uberlagerungen, lasst sich unter
beiden Bedingungen (+/- LMB) erkennen, dass XIAP und XAF1 in der gesamten Zelle
kolokalisieren und LMB damit keinen Einfluss auf deren Interaktion hat (Abb. 31C und 31F).

XIAP,,-GFP XAF1,-mCherry Merge
A B

-LMB

+ LMB 3h
O

Abb. 31 — Lokalisationsanalysen von XIAPwr und XAF1wr nach Kotransfektion und
Export-Inhibition

XIAPwt-GFP & XAF1wr-mCherry wurden in Hela-Zellen kotransfiziert und 24 h spater mit
LMB behandelt. Die Zellen wurden vor (A-C) und nach (D-F) der LMB-Behandlung
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Malstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe
Text.

79



ERGEBNISSE

3.2 — Analyse eines moglichen Zusammenspiels von Survivin und anderen
IAPs

Neben den im ersten Teil beschriebenen endogenen Apoptose-Inhibitoren Survivin
und XIAP zahlen noch sechs weitere Proteine zur Familie der IAPs (Abb. 6). Ein dabei bis
heute wenig beachtetes Mitglied dieser IAP-Familie, ist Livin. In seinem Aufbau mit nur einer
BIR-Domane und seiner geringen Grofle (38/36 kDa), ahnelt es dem noch kleineren IAP
Survivin. Allerdings besitzt Livin im Gegensatz zu Survivin eine C-terminale RING-Domane
mit E3-Ligase Aktivitat (Abb. 9). Zudem gehort Livin zu den IAPs, fir welche sowohl anti- als
auch pro-apoptotische Funktionen beschrieben sind (Abd-Elrahman et al.).

Die Tatsache, dass Survivin keine RING-Doméane besitzt und primar durch
Interaktionen mit Proteinen wie denen des Chromosomalen Passenger Complex (CPC) oder
XIAP seine Funktionen in der Mitose oder der Apoptose erfillt, legt nahe, dass Survivin
moglicherweise noch weitere, bislang unbekannte Protein-Interaktionen eingehen kann. Aus
diesem Grund sollten im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob Livin im Rahmen
seiner pro- oder anti-apoptotischen Funktionen mit Survivin wechselwirkt und welche
Auswirkungen ein derartiges Zusammenspiel auf Livin und dessen Aufgaben in der Zelle

haben kann.

Um eine mdgliche Interaktion von Survivinwt und Livinwt und deren Konsequenz auf
deren subzellulare Lokalisation zu untersuchen, wurden Survivinwt-GFP/ Survivinnesur-GFP
und Livinwt-Myc transient in Hela-Zellen fur 24 h ko-exprimiert. Die Detektion der Ko-
Expression erfolgte flr Survivin Gber die GFP-Fusion und fir Livin mittels a-Myc-Antikorper.
Survivinwt-GFP ist ausschlieBlich im Zytoplasma detektierbar, wohingegen Livin
Uberwiegend im Kern lokalisiert und nur zu geringem Anteil im Zytoplasma (Abb. 32A und
32B). Die Ko-Expression des Wildtyps von Livin und Survivin zeigt keinen Einfluss auf deren
Lokalisation innerhalb der Zelle. So zeigt sich in der Kolokalisation der beiden Proteine nur
eine Uberlagerung im Zytoplasma, nicht aber im Kern (Abb. 32D).

Nach Ko-Expression von Livin mit der Export-defizienten und somit nuklear
lokalisierten Mutante von Survivin (Abb. 32E), erhoht sich zeitgleich auch die Menge an
nukledrem Livin (Abb. 32F, vgl. 32.B). In der Uberlagerung ist durch die intensive
Hoechst33342-Farbung und die starke nukledre GFP Fluoreszenz die Kolokalisation von

Survivinnesmut-GFP und Livinwt-Myc nicht deutlich zu erkennen (Abb. 32H).
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Survivin, -GFP

Hoechst33342 Merge
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Survivin GFP Hoechst33342 Merge

MES mt

Abb. 32 — Die Ko-Expression von Livin mit Survivinnesmr fiihrt zu einer verstarkten
Kernlokalisation von Livin

Hela-Zellen wurden mit Survivinwt-GFP (A-D)/ Survivinnesu-GFP (E-H) und Livinwr-Myc
kotransfiziert, nach 24 h fixiert und mit einem a-Myc spezifischen Antikérper gegengefarbt
(B/F). Die Zellen wurden anschlief’end fluoreszenz-mikroskopisch untersucht. Livin lokalisiert
nach Kotransfektion von Survivinnesur-GFP starker im Kern. Die Kerne wurden mit
Hoechst33342 gefarbt (C/G). Mallstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Basierend auf den Resultaten der mikroskopischen Analysen (Abb. 29) sollte mittels
Ko-Immunprazipitation die Interaktion von Livin und Survivin biochemisch nachgewiesen
werden. Dazu wurde Survivinwr-Myc jeweils mit Livinwt-GFP, XIAPwr-GFP oder GFP in
293T-Zellen kotransfiziert. Nach 24 h wurde das Gesamtzelllysat mit einem o-GFP
Antikorper prazipitiert. GFP dient hierbei als Negativkontrolle und XIAPwr als Positivkontrolle
(Abb. 33A und 33B). Borealinwr-Flag wird mit Survivinwt-GFP als Positivkontrolle fur die
erfolgreiche Durchfihrung der Ko-IP verwendet (Abb. 33). Input und Eluat der IP wurden im
Western-Blot mittels a-GFP, a-Myc und a-Flag Antikorper untersucht. Alle Uberexprimierten
Proteine konnten im Input detektiert werden (Abb. 33A und 33C).

Im Eluat zeigt sich, dass Survivinwr-Myc (16,5 kDa) sowohl mit Livinwt-GFP als auch

mit XIAPwt-GFP koprazipitiert werden konnte, im Gegensatz zur GFP-Negativkontrolle
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(Abb. 33B). Ebenfalls wurden Survivinwt-GFP und Borealinwr-Flag koprazipitiert (Abb. 33C).

Die Ergebnisse zeigen, dass Livin und Survivin miteinander interagieren.

A +SurvivinWT.Myc +SUNiVinWT-GFP B +Surviw'nwrMyc +SUI’ViVinWT-GFP
? P ?\ag 9 ?\39
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Abb. 33 - Nachweis der Interaktion von Survivin und Livin mittels Ko-
Immunprazipitation

Ko-Immunprazipitation von Gesamtzelllysaten von 293T-Zellen, welche mit den
angegebenen Plasmiden transfiziert wurden. Als Positivkontrolle diente XIAPwr-GFP und als
Negativkontrolle pC3-GFP. Die linke Seite zeigt 3 % des Inputs (A), die rechte 50 % des
Eluats (B). Zur allgemeinen Qualitatskontrolle der IP wurde Borealinwt-Flag als bekannter

Interaktionspartner von Survivin verwendet (C). Weitere Erlauterungen siehe Text.

3.2.3 Interaktionsanalyse von Livin und Survivin in vitro

Nachdem die Interaktion von Livin und Survivin biochemisch im Gesamtzelllysat
nachgewiesen werden konnte, sollte durch in vitro-Translation (IVT) und anschlieRenden
GST-Pulldown untersucht werden, ob auch im zellfreien Milieu eine direkte Interaktion
stattfindet oder ggf. weitere Bindepartner als Adapter fungieren sowie post-translationale

Modifikationen von Bedeutung sind. In einer kombinierten in vitro-Transkriptions- und
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Translationsreaktion wurden Borealinwr-Flag als Positivkontrolle, eine Negativkontrolle mit
H>O und Livinwr-Myc eingesetzt (Abb. 34A). Die Bindepartner GST-Survivinwt-GFP und
GST-GFP wurden bakteriell hergestellt und aufgereinigt. Nach 30-minGtiger Prainkubation
und vierstindiger Pulldown-Reaktion konnte zwar eine Interaktion von Borealinwr-Flag und
dem translatierten GST-Survivinwt-GFP, aber nicht zwischen Livinw-GFP und GST-
Survivinwt-GFP nachgewiesen werden (Abb. 34B). Aufgrund dieser Ereignisse ist eine

direkte Interaktion von Livin und Survivin als unwahrscheinlich anzusehen.

?\ag c
S B e
36 KD e — Flag B aMyc
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Abb. 34 — GST-Pulldown von Survivinwr-GFP mit Livinwr-Myc

In vitro-transkribiertes und translatiertes Livinwr-Myc oder Borealinwr-Flag wurden mit
bakteriell exprimiertem GST-Survivinwt-GFP und GST-GFP inkubiert. Die Proteine wurden
Uber GST aufgereinigt und mittels a-Flag-, bzw. a-Myc-Antikérper im Western-Blot detektiert.
Borealinwr-Flag diente als Positivkontrolle und GST-GFP als Negativkontrolle. 10 % der IVT
wurden vor dem Pulldown (B) als Kontrolle aufgetragen (A). Weitere Erlauterungen siehe
Text.
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Um im Folgenden zu klaren, welche Zellen sich am besten fiir spatere Experimente
zur Analyse von endogenem Livin eignen, wurden zunachst diverse Zelllinien bezuglich ihrer
endogenen Livin-Expression analysiert. Hierzu wurden die Zellen lysiert und per SDS-PAGE
und Western-Blot auf die Expression von Livin hin untersucht. So konnte nur in der
Melanoma Zelllinie SK-Mel37 eine ausreichend hohe Menge an endogenem Livin
nachgewiesen werden. In den weiteren verwendeten Zelllinien war keine endogene Livin-

Proteinexpression nachweisbar (Abb. 35).
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Abb. 35 — Expression von endogenem Livin in unterschiedlichen Zelllinien
Verschiedene Zelllinien wurden per Western-Blot auf die Expression von endogenem Livin

untersucht. GAPDH diente als Ladekontrolle. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Basierend auf den Ergebnissen zur Interaktion von Livinwt und Survivinwt im Zelllysat
sollten Livin und seine Funktionen genauer untersucht werden. Dazu wurden zusatzlich zu
dem bereits verwendeten Livinwt-GFP verkurzte Konstrukte generiert (Tab.12). Neben
Livinwt mit C-terminalem mCherry- und N-terminalem Myc-tag sollten die bereits publizierten
Livin-Fragmente, welche durch die Spaltung von Caspase-3 entstehen, kloniert und
analysiert werden (Boaz Nachmias 2003).

Uber die Spaltung von Livin durch Caspase-3 werden ein kurzes N-terminales sowie
ein langes C-terminales Teilstiick erzeugt. Fir die experimentellen Studien wurden diese
Fragmente mit einem C-terminalen GFP-Marker versehen und werden im Folgenden mit
tLivinshort-GFP und tLiviniong-GFP bezeichnet. Die bislang dokumentierte
Domanenorganisation des Proteins einschlieRlich der Caspase-Schnittstelle ist Abbildung 36

dargestellt.
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Abb. 36 — Schematische Darstellung der Livin-GFP Expressions-Konstrukte

Die beiden trunkierten Formen von Livin (Short und Long) wurden wie auch die Wildtyp-
Variante von Livin mit einem C-terminalen GFP fusioniert. Die BIR- (Baculovirus IAP-Repeat)
und RING- (Really Interesting New Gene) Domane sind in dunkel- und hellblau illustriert. Die
Aminosauresequenz [DHVDs,G] der Caspase-Schnittstelle an der Livin gespalten wird ist mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Nicht dargestellt sind hier die C-terminal mit Myc und mCherry

markierten Livin-Konstrukte. Aminosaureangaben in Klammern.

3.2.6 Lokalisationsanalyse von tLivinshort und tLiviniong

Im ersten Schritt sollte die Lokalisation der Livin-Konstrukte im Vergleich zum Wildtyp
bestimmt werden. Livinwt-GFP und die beiden trunkierten Formen (tLivinsnort-/ tLiviniong-GFP)
wurden dazu in Hela-Zellen transient flr 24 h exprimiert. Die fluoreszenzmikroskopische
Analyse zeigt, dass Livinwt-GFP primar im Zellkern exprimiert wird und in geringerer Menge
im Zytoplasma (Abb. 37A). Dahingegen findet sich die trunkierte lange Form von Livin
ausschliellich in der perinukledren Region (Abb. 37B). Die trunkierte kurze Form von Livin

kann wie der Wildtyp primar im Kern und im Zytoplasma detektiert werden (Abb. 37C).
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Abb. 37 — Lokalisation der trunkierten Livin-GFP Konstrukte
Livinwt-GFP und die trunkierten Livin-Konstrukte tLiviniong-GFP und tLivinsho-GFP wurden in
Hela-Zellen fiir 24 h transient Uberexprimiert und am Fluoreszenzmikroskop untersucht (A-

C). Malistabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Weiterhin sollte die subzelluldare Lokalisation von tLivinshor- und tLivinieng-GFP in
Verbindung mit unterschiedlichen Organellmarkern untersucht werden. So wurden Livinwt-
GFP und die beiden trunkierten Livin-Formen in Kombination mit einem Marker fir den
Golgi-Apparat in Hela-Zellen kotransfiziert und nach 24-stiindiger Expression mikroskopisch
analysiert. Die Kotransfektion beeinflusst die vorab beschriebene Lokalisation der Livin-
Proteine nicht (Abb. 38A, D und G; vgl. Abb. 37). In der Uberlagerung der Farbkanale ist
keine Kolokalisation von Livin, den Livin-Deletionsmutanten und dem Golgi-Marker (Abb.
38B, E und H) zu erkennen (Abb. 38C, F und I).

86



ERGEBNISSE
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Abb. 38 — Die Livin-Konstrukte akkumulieren nicht am Golgi-Apparat

Hela-Zellen wurden mit den angegebenen Livin-GFP Konstrukten und zusatzlich mit einem
Marker fir den Golgi-Apparat in Hela-Zellen transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen am
Epi-Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das oberste Panel zeigt den Livin-Wildtyp in
Kombination mit dem Golgi-Marker (A-C), das mittlere und untere Panel dagegen die
trunkierte lange (D-F) und kurze Form (G-l) von Livin. MaRstabsbalken, 20 um. Weitere
Erlauterungen siehe Text.
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Als nachstes wurden Livinwt-GFP, tLivinshort- und tLivineng-GFP mit einem Marker fur
das Endoplasmatische-Retikulum (ER) in Hela-Zellen kotransfiziert und nach 24 h
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Lokalisation der GFP-markierten Livin-Konstrukte
wird durch die Kotransfektion nicht beeinflusst (Abb. 39A, D und G, vgl. Abb. 37). In der
Uberlagerung der Farbkanale ist keine Kolokalisation zwischen Livinwt-GFP bzw. der kurzen
trunkierten Livin-Form (tLivingnor- GFP) und dem ER-Marker (Abb. 39B, E und H) zu
detektieren (Abb. 39C und 39I). Die lange trunkierte Livin-Form (tLivinong-GFP) hingegen
zeigt eine Identische Lokalisation mit dem ER-Marker (Abb. 39F). Somit kann im Gegensatz
zum Wildtyp und der kurzen Livin-Form von einer Lokalisation von tLivineng-GFP am

endoplasmatischen Retikulum ausgegangen werden.
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Abb. 39 — tLiviniong akkumuliert am Endoplasmatischen-Retikulum

Hela-Zellen wurden mit den angegebenen Livin-GFP-Konstrukten und zusatzlich mit einem
Marker fir das Endoplasmatische-Retikulum kotransfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen am
Epi-Fluoreszenzmikroskop analysiert. Das oberste Panel zeigt den Wildtyp von Livin in
Kombination mit dem ER-Marker und deren Akkumulation in der Zelle (A-C), das mittlere und
untere Panel dagegen die trunkierte lange (D-F) und kurze Form (G-l) von Livin.

Mafstabsbalken, 20 yum. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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Nach der Uber die Ko-IP nachgewiesenen Interaktion von Livin und Survivin sollte
nun geklart werden ob Survivin auch in der Lage ist, mit den trunkierten Formen im zellularen
Milieu zu interagieren. 24 h nach Einzeltransfektion in Hela-Zellen lokalisieren die einzelnen
Livin-Konstrukte wie bereits beschrieben (Abb. 40A, D und G). Survivin wird ausschlieBlich
im Zytoplasma und nicht im Kern der Zelle exprimiert (Abb. 40B, E und H). In der
Uberlagerung der Bilder ist eine zumindest partielle Kolokalisation von Livin und Survivin im
Zytoplasma zu erkennen, die Lokalisation der Proteine wird allerdings nicht wechselseitig
beeinflusst (Abb. 40C, F und I).
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Abb. 40 — Die Ko-Expression von Survivinwr und den Livin-Konstrukten fiihrt nicht zu
einer wechselseitigen Beeinflussung ihrer Lokalisation

Hela-Zellen wurden jeweils mit Livinwt-GFP/ SurvivinpT-mCh (A-C) sowie tLiviniong-GFP/
Survivinwt-mCh (D-F) und tLivinsnort-GFP/ Survivinwt-mCh (G-I) kotransfiziert und 24 h nach
der Transfektion am Fluoreszenzmikroskop analysiert. MaRstabsbalken, 20 ym. Weitere

Erlauterungen siehe Text.

Obwohl die fluoreszenzmikroskopischen Analysen (Abb. 40) eine zumindest partielle
Kolokalisation von Survivin und Livin zeigen, muss eine mdgliche Interaktion von Survivin
insbesondere mit den trunkierten Formen von Livin biochemisch mittels Ko-IP nachgewiesen
werden. Survivinwt-Myc wurde mit GFP-markiertem Vollldange-Livin und der langen Livin-
Variante (tLivineng-GFP), XIAPwr-GFP und pc3-GFP transient in 293T-Zellen kotransfiziert.
XIAPwt-GFP dient hier als Positivkontrolle und pc3-GFP als Negativkontrolle. 24 h nach
Transfektion wurden Gesamtzelllysate hergestellt und mittels a-GFP Antikérper prazipitiert.
Sowohl der Input (Abb. 41 rechts) als auch das Eluat (Abb. 41 links) der IP wurden im
Western-Blot mit a-GFP und a-Survivin Antikérper analysiert.

Alle transfizierten Konstrukte kénnen im Input nachgewiesen werden
(Abb. 41 rechts). Im Eluat zeigt sich, dass Survivinwt-Myc mit tLiviniong-GFP und XIAPwr-GFP
am starksten koprazipitiert werden konnte. Die Ko-Interaktion von Survivinwr-Myc und
LivinnT-GFP konnte so ebenfalls nachgewiesen werden, wenn auch in abgeschwachter

Form. Uber die GFP-Negativkontrolle wurde nichts koprazipitiert (Abb. 41 links).
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Abb. 41 — Survivin interagiert am starksten mit tLiviniong

Ko-Immunprazipitation aus Gesamtzelllysaten von 293T-Zellen, welche mit den
angegebenen Plasmiden transfiziert wurden. Als Positivkontrolle diente XIAPwr-GFP und als
Negativkontrolle pc3-GFP. Zur Prazipitation wurde ein a-GFP Antikérper verwendet und flr
die Western-Blot-Detektion ein a-Survivin Antikdrper. Die linke Seite zeigt 50 % des Eluats,

die rechte 3 % des Inputs. Weitere Erlduterungen siehe Text.

3.2.11 Lokalisationsanalyse von Livin nach Kotransfektion mit Caspase-3

Ob Livin wie bisher beschrieben in der Tat durch Caspase-3 gespalten wird, sollte
mittels transienter Expression von Livinw-mCh und Myc-Livinwt-GFP in Kombination mit
Caspase-3wr-GFP in parentalen A431-Zellen nachgewiesen werden. Hierfir wurden
zunachst Caspase-3wr-GFP, tLivineng-GFP, Myc-Livinwt-GFP und Livinpt-mCh jeweils
einzeln transfiziert und deren Lokalisation nach 24 h mikroskopisch untersucht (Abb. 42A —
42D).

Nach der Kotransfektion der Caspase-3wr-GFP mit Myc-Livinwt-GFP ist eine
intensive perinukleare Protein-Akkumulation zu beobachten, welche in dieser Form dem

Expressionsmuster von tLivineng-GFP ahnelt (Abb. 42E). Da Caspase-3 und Livinwt-GFP
92



ERGEBNISSE

markiert sind und eine genaue Differenzierung zwischen den beiden nicht moglich ist

(Abb. 42E), wurde die Kotransfektion mit Livinwt-mCh wiederholt. Diese zeigt dem vorab
durchgefuhrten Experiment (Abb. 42E) vergleichbares Expressionsmuster. Livinwt-mCherry
akkumuliert ahnlich wie tLivineng perinukledr, wahrend Caspase-3wr-GFP nun starker nuklear
lokalisiert (Abb. 42F).

Caspase3,,-GFP

tLivin,, -GFP

Myc-Livin,,-GFP Livin,,-mCh
c

C3,,-GFP+Myc-Livin-GFP  C3,,-GFP+Livin,,-mCh C3,y-GFP+Livin,,-mCh
F

Caspase3

Abb. 42 — Caspase-3 beeinflusst die Lokalisation von Livin in parentalen A431-Zellen
Livin und Caspase-3 wurden in parentalen A431-Zellen einzeln und in Kombination
transfiziert und ihre zellulare Lokalisation 24 h spater fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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Caspase-3-GFP (A). tLiviniong-GFP (B). Myc-Livin-GFP (C). Livin-mCh (D). Caspase-3-GFP
und Myc-Livin-GFP (E). Caspase-3-GFP und Livin-mCh/Livin (F), Caspase-3-GFP und Livin-
mCh/Caspase-3 (G). MaRstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Zuletzt galt es, einen Zusammenhang zwischen der Interaktion von Livin mit Survivin
und einer daraus resultierenden Funktion herzuleiten. Da beschrieben wurde, dass Survivin
Uber Bindung an XIAP dessen Abbau zu verhindern vermag, wurde analog untersucht, ob
Survivin durch die Interaktion mit Livin dessen Spaltung ebenso verhindern kann.

Hierzu wurden die vorab verwendeten Expressionskonstrukte (Abb. 42), in
Survivinwt-GFP stabil exprimierende A431-Zellen einzeln bzw. kotransfiziert und deren
Expression 24 h spater analysiert. Caspase-3wr-GFP, tLiviniong-GFP, Myc-Livinwt-GFP und
Livinpt-mCherry, zeigen die flir sie charakteristische zellulare Lokalisation (Abb. 43A - 43D).
Nach Kotransfektion von Caspase-3wr-GFP und Myc-Livinwr-GFP ist die Fluoreszenz primar
im Kern, aber auch im Zytoplasma zu detektieren (Abb. 40E). In diesem Fall ist weiterhin
keine auffallige Akkumulation an distinkten subzellularen Strukturen erkennbar. Auf Grund
der identischen Fluoreszenz-Tags von Caspase und Livin wurde auch hier, die
Kotransfektion mit Livinwt-mCherry wiederholt, wobei Caspase-3wr-GFP und Livinwt-mCh

wiederum keine veranderte zelluldre Verteilung erkennen lassen (Abb. 43F-43G).
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Caspase3,,-GFP

tLivin,, -GFP

Myc-Livin,,-GFP Livin,-mCh
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C3,,-GFP+Myc-Livin-GFP  C3,,-GFP+Livin,,;-mCh C3,-GFP+Liviny,-mCh
F G

Caspase3

Abb. 43 — Caspase-3 hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von Livin in Survivin
stabilen A431-Zellen

Livin und Caspase-3 wurden in Survivinyt-GFP stabil exprimierenden A431-Zellen einzeln
und in Kombination transfiziert und 24 h spater fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Caspase-3-GFP (A). tLiviniong-GFP (B). Myc-Livin-GFP (C). Livin-mCh (D). Caspase-3-GFP
und Myc-Livin-GFP (E). Caspase-3-GFP und Livin-mCh/Livin (F), Caspase-3-GFP und Livin-
mCh/Caspase-3 (G). Malstabsbalken, 20 um. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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4. Diskussion

Der Prozess der Apoptose wird durch eine Reihe proteolytischer Ereignisse
vorangetrieben. Diese werden Uber die pro-apoptotische Proteinfamilie der Caspasen
reguliert und enden mit der Eliminierung geschadigter oder nicht mehr bendtigter Zellen
(Srinivasula und Ashwell 2008). Dem gegenlber stehen unter anderem die anti-
apoptotischen Proteine der IAP-Familie, welche somit fir ein Gleichgewicht zwischen Zelltod
und Zelliberleben sorgen (Clem et al. 1991). Eine Fehlregulation der IAPs kann zum
Ausbleiben der Apoptose und dadurch zur Entstehung von Krebs flhren. Die bisher am
besten untersuchten IAPs sind Livin, XIAP und Survivin, welche auch auf Grund ihrer tGber
die Apoptoseregulation hinausgehenden biologischen Eigenschaften zu den im Moment
vielversprechendsten Zielen der Tumorbekdmpfung zahlen (Galban und Duckett 2009,
Mehrotra et al. 2010, Saleem et al. 2013).

4.1 Identifikation eines moglichen Exportsignals in XIAP

Zunachst nur als Mitglied der IAP-Familie beschrieben, konnte XIAP neben seiner
anti-apoptotischen Wirkweise mittlerweile mit vielfdltigen Funktionen in unterschiedlichen
zelluléaren Prozessen in Verbindung gebracht werden (Srinivasula und Ashwell 2008). So
beschéaftigten sich immer mehr Forschergruppen mit der detaillierten Untersuchung dieser
multifunktionellen Wirkweise von XIAP (Galban und Duckett 2009). Innerhalb der IAP-Familie
wurden nicht nur flr Survivin, welches des Weiteren als Mitose-Regulator fungiert, sondern
auch fur XIAP Uber die reine Apoptose-Regulation hinausgehende Funktionen beschrieben,
wie die Aktivierung von JNK und NF-kB (Galban und Duckett 2009, Cheung et al. 2013). Im
Falle von Survivin konnte die molekulare Basis fur seine duale Funktion bereits
weitestgehend geklart werden. Hintergrund ist die Interaktion von Survivin mit dem
Exportrezeptor Crm1/ Exportin1 (ber ein hydrophobes, Leucin-reiches nukleares
Exportsignal (NES). So kann Survivin nicht nur aus dem Zellkern aktiv ins Zytoplasma
transportiert werden, sondern Uber die mitotische Lokalisation des als ,Chromosome Region
Maintenance 1“-Rezeptors auch gezielt an die Zentromere der Chromosomen gebracht
werden. So sorgt Survivin als Teil des Chromosomalen Passenger Complex (CPC) Uber sein
NES fir dessen Anlagerung an die Chromosomen und somit deren korrekte Verteilung im
Verlauf der Mitose (Knauer et al. 2007).

Auch wenn ein direkter Zusammenhang mit der Zellteilung fiir XIAP nicht beschrieben
ist, konnen zelluldre Lokalisationssignale auf vielfaltige Weise die Proteinfunktion
beeinflussen. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit molekularbiologische und
biochemische Analysen durchgefuhrt, um ein mégliches NES in XIAP zu identifizieren, Uber

welches die vielzdhligen Funktionen von XIAP beeinflusst werden kénnten.
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Um erste Hinweise auf das Vorhandensein eines mdglichen Exportsignals in der
Sequenz von XIAP zu erhalten, wurde ein XIAP-Volllange-Expressionskonstrukt mit einem
C-terminalen GFP-Marker (pc3-XIAPr.-GFP) in Hela-Zellen exprimiert. Im Anschluss wurden
die Zellen mit dem Exportinhibitor LMB behandelt und die Lokalisation des translatierten
XIAP-GFP-Konstrukts mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Vergleichbar mit Survivin-
GFP lokalisiert XIAP-GFP hauptsachlich im Zytoplasma und nur zu einem geringen Teil im
Kern der Zelle. Da die obere Grenze fiir eine passive Diffusion von Molekilen innerhalb der
Zelle bei einem Molekulargewicht von 60 kDa liegt und XIAP in Fusion mit GFP eine
GesamtgroRe von ungefahr 80 kDa aufweist, sollten hier passive Diffusionsprozesse keine
Rolle spielen (Wang und Brattain 2007).

Nach LMB-Behandlung ist eine signifikante Verlagerung von XIAP-GFP in den
Zellkern zu detektieren. Da LMB den Exportrezeptor Crm1 irreversibel inhibiert und damit
jeglichen Kernexport iber diesen Rezeptor verhindert, kann dies als erster Hinweis auf das
Vorhandensein eines Leucin-reichen NES in XIAP gedeutet werden (Kau et al. 2004). Diese
Vermutung wird durch Survivin als Positivkontrolle und GFP als Negativkontrolle weiter
unterstitzt. Survivin ist nach LMB-Inkubation in der gesamten Zelle verteilt, wohingegen
ohne LMB eine ausschlieRlich zytoplasmatische Lokalisation zu beobachten ist. GFP tragt
nachweislich kein Leucin-reiches Exportsignal und reagiert nicht auf LMB (Abb. 14). Die
scheinbare Umlagerung nach Zugabe von LMB kann auf der Fixierung der Zellen mit
Paraformaldehyd (PFA) basieren, da es hier zu Schadigungen der Zell-, bzw. Kernmembran
und einem Auswaschen des Zytoplasmas kommen kann. Von den Resultaten der
Uberexpression ausgehend, sollte im Folgenden der Einfluss von LMB auf endogenes XIAP
untersucht werden. Um zu klaren, welche Zelllinie sich hierfir am besten eignet, wurden
zunachst Gesamtzelllysate von diversen Zelllinien (Abb.15) angefertigt und anschlielend
mittels Western-Blot hinsichtlich der endogenen XIAP-Expression analysiert.

293T- und Hela-Zellen zeigen gefolgt von SK-Mel37 und A431-Zellen die hochste
XIAP-Expression. Im Vergleich zu den Survivinwr-GFP stabil transfizierten A431-Zellen lasst
sich in parentalen A431-Zellen allerdings nur eine verminderte XIAP-Expression detektieren.
Diese Beobachtung ist mit der Funktion von Survivin zu erklaren, XIAP zu stabilisieren und
vor proteolytischem Abbau zu schitzen (Dohi et al. 2004). In Vero- sowie in NW-450-Zellen
ist nur eine sehr geringe XIAP-Expression nachweisbar. Grund dafur ist moglicherweise,
dass es sich bei Vero-Zellen nicht um Tumorzellen handelt, welche durch Hochregulation
von Apoptose-Inhibitoren charakterisiert sind. Die niedrige XIAP-Expression in NW-450-
Zellen ist nicht genau zu erklaren. Hinsichtlich der beschriebenen Ergebnisse und
bestehender experimenteller Erfahrungen in der Immuncytochemie (ICC), wurden fur weitere

Experimente hauptsachlich Hela-Zellen verwendet.
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Zur Analyse einer moglichen Umlagerung von endogenem XIAP nach Inhibition des
Kernexports durch LMB wurden untransfizierte Hela-Zellen fixiert und die Lokalisation von
XIAP mittels Immuncytochemie untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass XIAP sowohl vor als
auch nach der LMB-Behandlung zu gleichen Teilen im Zytoplasma und Kern lokalisiert (Abb.
16). Unter der Annahme, dass die homogene XIAP-Farbung im gesamten Zellkdrper durch
die Permeabilisierung der Zellen zustande kommt, wurde die Farbung ohne
Permeabilisierung wiederholt. Als Konsequenz war eine zytoplasmatische XIAP-
Akkumulation zu beobachten (Abb. 14). Allerdings war diese auch nach der Behandlung mit
LMB noch vorhanden (Abb. 16). Durch die Resultate der Antikorper-Farbung konnte nicht
abschlieltend geklart werden, ob endogenes XIAP ebenso wie transient Uberexprimiertes
XIAPwt-GFP durch Exportinhibition in seiner Lokalisation beeinflusst wird. Die subzellulare
Position, an der die Antikdrper XIAP binden kénnen, schien hier von der Permeabilisierung
der Zellen abhangig zu sein. Dies legt nahe, dass entweder ein alternativer Antikdrper in der
ICC getestet oder das vorliegende Farbeprotokoll optimiert werden muss.

Mittels Zellfraktionierung sollte auf biochemischer Ebene der Einfluss von LMB auf
endogenes XIAP verifiziert und mit Uberexprimierten XIAP bestatigt werden. Dazu wurden
sowohl mit XIAP-GFP transfizierte als auch untransfizierte 293T-Zellen mit LMB behandelt.
Uber die Fraktionierung sollte festgestellt werden, ob sich die Lokalisation des Proteins durch
LMB verandert und XIAP hierdurch starker nukleadr akkumuliert. In der Tat konnte nach
Inkubation mit LMB sowohl eine verstarkte Kernlokalisation von endogenem als auch von
Uberexprimiertem XIAP nachgewiesen werden. Parallel dazu nahm die Proteinmenge im
Zytoplasma ab. Zudem war XIAP auch ohne LMB-Behandlung bereits zu einem geringen
Anteil im Nukleus nachweisbar, was moglicherweise auf eine bisher nicht beschriebene
Funktion von XIAP im Zellkern hinweisen konnte. Diese Ergebnisse wurden durch die
Verwendung der Lamin (Kern)- und GAPDH (Zytoplasma)-Kontrollen unterstiitzt, da es zu
keiner Veranderung der Lokalisation dieser Proteine in Abhangigkeit von LMB kam (Abb.
17). Die Detektion von GAPDH in der Kernfraktion beruht auf einer nicht vollstandigen
Trennung dieser Fraktion von zytoplasmatischen Proteinen (Abb. 17). Die Verlagerung von
XIAP aus dem Zytoplasma in den Zellkern nach Inhibition von Crm1 durch Zugabe von LMB
verdeutlicht, dass XIAP nicht mehr exportiert werden kann, und der Exportrezeptor Crm1
damit eine wichtige Rolle beim Kernexport von XIAP einnimmt.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden XIAPwr-GFP- und Crm1-Myc-Konstrukte
in Hela-Zellen kotransfiziert und eine maogliche Interaktion der translatierten Fusionsproteine
durch Fluoreszenzmikroskopie sowie Ko-Immunprazipitation analysiert. Obwohl XIAP nach
Uberexpression nur in geringen Mengen im Kern der Zelle vorhanden war, konnte nach
Kotransfektion mit Crm1-Myc eine signifikante Reduktion der nukledren Proteinmenge von

XIAPwr-GFP nachgewiesen werden. Eine Uberexpression von Crm1 resultierte demnach in
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einem verstarkten Kernexport von XIAPwr-GFP (Abb. 18). Eine Interaktion der beiden
Proteine konnte mittels Ko-IP weiter verifiziert werden (Abb.19). Da bei der Ko-IP allerdings
Gesamtzelllysate verwendet wurden, bleibt weiterhin zu klaren, ob es sich hier um eine
indirekte oder direkte Interaktion handelt, bei der weitere Faktoren mit involviert sein kbnnen.
Dieser Aspekt konnte mittels in vitro-Transkription/ Translation und anschlielendem
Pulldown Uberprift werden, da es sich hierbei um ein zellfreies System handelt, bei dem nur
die eingesetzten Bindungspartner analysiert werden und die Beteiligung weiterer Kofaktoren

oder Adapter-Proteine ausgeschlossen werden kann.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine Interaktion von Crm1 und XIAP hin und
zeigen, inwieweit diese die Lokalisation von XIAP in der Zelle beeinflusst. Im né&chsten
Schritt galt es, die Position des mdglichen nukledaren Exportsignals in der Proteinsequenz
von XIAP zu ermitteln. Im Rahmen der in silico-Analyse wurden funf unterschiedliche
Sequenzmotive ausfindig gemacht, welche der Konsensussequenz Leucin-reicher
Exportsignale entsprachen (Abb. 20/ Kap. 1.6.1). Die Auswahl der Sequenzmotive richtete
sich nach der Anzahl hydrophober Aminosauren, wobei nicht nur Leucin und Isoleucin,
sondern auch Valin, Methionin und Phenylalanin bericksichtigt wurden. Um die
prognostizierten nuklearen Exportsignale (NES) voneinander zu separieren, wurden
zunachst sowohl das N- als auch das C-terminale XIAP-Fragment, welche nach Spaltung
durch Caspase-3, -6, -7 und -8 an der Position D242 entstehen (Quinn L.Deveraux 1999), in
Fusion mit GFP kloniert (Abb. 21). Das N-terminale Fragment umfasst die erste und zweite
BIR-Domane, wohingegen das C-terminale Fragment die dritte BIR-, UBA- und RING-
Domane beinhaltet. Zur Verifizierung der prognostizierten NES wurden anschliel3end flinf
Konstrukte in C-terminaler Fusion mit GFP generiert. Die Teilsticke wurden so gewahlt, dass
sich in den ersten drei Konstrukten jeweils eine der BIR-Doméanen, im vierten die UBA-
(Ubiquitin-Assoziierte-Binde-Domane) und im funften die RING-Domane befindet. Neben
dem C-terminalen GFP wurden die Konstrukte in einem weiteren Ansatz mit einem
zusatzlichen N-terminalen GST fusioniert. Dieses zusatzliche GST sollte zum einen eine
ungerichtete Diffusion der Fusionsproteine innerhalb der Zelle verhindern und zum anderen
zur Protein-Aufreinigung oder zur Prazipitation in der Ko-IP dienen.

Um einen ersten Anhaltspunkt auf die Position des NES in XIAP zu bekommen und
zu untersuchen, inwieweit die Spaltung von XIAP durch die Caspasen-3 und -7 eine Rolle im
nuklearen Export-Prozess des Proteins spielt, wurden das N- und das C-terminale XIAP-
GFP Konstrukt in Hela-Zellen exprimiert. Nach LMB-Inkubation wurde die Lokalisation der

translatierten Konstrukte fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Beide Fusionsproteine
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lokalisieren im Kern, aber auch geringfligig im Zytoplasma und reagieren nicht auf die LMB-
Behandlung (Abb. 22). In Fusion mit einem zusatzlichen GST-tfag lokalisierten jedoch weder
das N- noch das C-terminale XIAP-Fragment im Zellkern. Nach LMB-Behandlung kam es
allerdings zu einer deutlichen Kernlokalisation des N-terminalen Konstrukts (Abb. 23). Die
Auswertung dieser Ergebnisse lie3 hinsichtlich der Exportinhibition und damit verbundenen
Retention des genannten XIAPn.tem-GFP Konstrukts im Zellkern auf ein N-terminales
Exportsignal in XIAP schlielen. Die sowohl nukleare als auch zytoplasmatische Lokalisation
von XIAP ohne GST-fag lieR entweder auf eine ungerichtete Diffusion der Fragmente
schlielten, welche auf einer stark negativ geladenen Oberflachenstrukturen basieren wiirde
(Colwell et al. 2010), oder dem Auftreten einer Wechselwirkung mit einem der
Interaktionspartner von XIAP (z.B. XAF1), welche durch das GST-tag verhindert wird
(Russell et al. 2008).

Nachdem die Position der potenziellen NES in der XIAP-Sequenz eingegrenzt
werden konnte, wurde die Lokalisation der finf generierten XIAP-Fragmente nach Inhibition
von Crm1 untersucht, um weitere Erkenntnisse Uber die Aktivitat der prognostizierten NES
zu gewinnen. Zu Beginn wurden die C-terminal mit GFP markierten Fragmente in Hela-
Zellen exprimiert und die Zellen anschlieend mit LMB inkubiert. Die nachfolgende
Untersuchung liel3 keine Veranderung in der Lokalisation der Proteine nach der Behandlung
erkennen. Die Fusionsproteine lokalisierten sowohl vor als auch nach Zugabe von LMB
verstarkt im Zellkern, waren aber auch in geringen Mengen im Zytoplasma zu detektieren. In
Hinblick auf die Molekulargewichte der einzelnen Fragmente, welche einen Wert von jeweils
40 kDa nicht Ubersteigen, ist dies kein unerwartetes Resultat. Eine ungerichtete
Translokation dieser kurzen Proteinfragmente zwischen Nukleus und Zytoplasma kann
erfolgen (Rosorius et al. 1999). Die Expression der GST-XIAP-GFP1.5s Konstrukte in 293T-
Zellen deutete ebenso wenig wie die Resultate der vorherigen Transfektion (XIAP-GFP4s
Konstrukte) auf ein funktionsfahiges Exportsignal hin. Die Fusionsproteine wurden durch das
N-terminal gekoppelte GST an einer willkiirlichen Translokation gehindert und waren selbst
nach Exportinhibition mittels LMB nur im Zytoplasma zu detektieren (Abb.24 und Abb. 25).

Ausgehend von der visualisierten Lokalisation der XIAP+5s Konstrukte (Abb. 24 und
Abb. 25) ist keine klare Aussage hinsichtlich des Interaktions-Potenzials mit Crm1 und damit
verbundenen nukledren Exportaktivitat zu treffen. Im ersten Fall (Abb. 24) war die Diffusion
durch das zu geringe Molekulargewicht der Proteine noch moéglich und im zweiten Fall (Abb.
25) besteht die Vermutung, dass die Proteine nicht in den Zellkern gelangten, um dann
wiederrum exportiert werden zu kénnen. Diese nicht nachweisbare nukleare Lokalisation
kénnte womoglich auf der Tatsache beruhen, dass der XIAP-Antagonist XAF1 mit XIAP Uber
dessen RING-Domaéne interagiert und so gemeinsam mit XIAP in den Kern transloziert
(Peter Liston und Tamai 2001, Tse et al. 2012), was fur die Konstrukte 1-4 ohne RING-
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Domane nicht mehr maoglich ist. Weshalb das funfte Fragment trotz einer vorhandenen
RING-Domane nicht transloziert, bleibt unbeantwortet.

Der nicht gewahrleistete Zugang zum Zellkern kann mit der Methode der
Mikroinjektion umgangen werden, da diese ermdglicht, Proteine direkt in die gewilnschten
Zellkompartimente zu injizieren. So kénnen die Exporteigenschaften der XIAP1.s-Fragmente
verifiziert werden. Die zu injizierenden Proteine wurden zunachst in E.coli BL21-Bakterien
exprimiert und aufgereinigt (Abb. 26). XIAPr3 konnte dabei zwar wie die anderen Fragmente
exprimiert werden, liel sich jedoch nicht aus den Bakterien aufreinigen, was
hochstwahrscheinlich an einer Inklusion des Fusionsproteins in Einschlusskorperchen liegt
(Baneyx und Mujacic 2004). Unter Verwendung eines stark denaturierenden Lysepuffers
koénnte das Protein aus den Einschlusskorperchen extrahiert werden. Dabei ist jedoch darauf
zu achten, dass das Protein nicht unwiderruflich denaturiert wird.

Die bakteriell exprimierten und aufgereinigten GST-XIAPg1r5-GFP Proteine (ohne
GST-XIAPr3-GFP) wurden jeweils einzeln in den Nukleus von Vero-Zellen mikroinjiziert, und
die  Lokalisation der Proteine anschlieend Uber einen  Zeitraum  von
20 h fluoreszenzmikroskopisch verfolgt. Die daraus resultierenden Ergebnisse belegen flir
die Fragmente 1, 2, 4 und 5 eine Verlagerung in Zytoplasma, welche bereits drei Stunden
nach der Injektion zu beobachten war (Abb. 27). Nach weiteren 17 h war eine
Gleichverteilung der Proteinmenge zwischen Kern und Zytoplasma nachweisbar. Fragment 5
hingegen liel® nach drei Stunden zwar ebenfalls eine schwache Umlagerung ins Zytoplasma
erkennen, die sich aber im weiteren Verlauf der Kinetik nicht verstarkte (Abb. 27). Das
Phanomen, dass GST-XIAPrs-GFP zwar translozierte, aber nach drei Stunden keine weitere
Umlagerung zeigte, kdnnte durch dessen Interaktion mit XAF1 Uber die verbliebene RING-
Domane zu erklaren sein. XIAPgs wird, wie auch fur XIAP gezeigt (Peter Liston und Tamai
2001, Tse et al. 2012), Uber einen XAF1-vermittelten Import Uber die vorhandene RING-
Domaéne in den Kern gebracht und scheint gleichzeitig aus dem Kern exportiert zu werden.
Daraus konnte sich die erkennbare Translokation ergeben, welche durch das
Entgegenwirken von XAF1 nicht weiter voranschreiten kann. Da die anderen Fragmente
keine RING-Domane besitzen, wird deren Kernexport nicht unterbunden. Dem Ergebnis der
Mikroinjektion zur Folge beinhalten sowohl XIAPg und XIAPg: als auch XIAPgs ein
potenzielles NES, was auf ein Vorkommen von multiplen NES in der Sequenz von XIAP
hinweisen konnte. Moglicherweise wird der Kernexport von XIAP demnach nicht nur tGber ein
einzelnes Exportsignal, sondern lber die Kombination von mehreren schwacheren Signalen
vermittelt.

Die Ausnahme bildet XIAPk4, das, obwohl es kein potenzielles NES enthielt, dennoch
translozierte, ebenso wie die potenziell NES-tragenden Fragmente (XIAPg1, XIAPk2, XIAPEs).

An dieser Stelle ist die UBA-Domane womaoglich von Bedeutung. UBAs koénnen in Proteinen,
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die an vielen zelluldren Prozessen beteiligt sind, einen wichtigen Beitrag zu deren adaquaten
Funktionsweise leisten und nicht nur den Proteinabbau vermitteln (Hicke et al. 2005).
Beispielsweise wurde belegt, dass die UBA von XIAP einen wichtigen Anteil an der
Aktivierung von NF-kB besitzt (Gyrd-Hansen et al. 2008). Somit ist es nicht ausgeschlossen,
dass diese UBA einen Einfluss auf den beobachteten Kernexport hat, was jedoch mittels
weiterfihrender Versuche verifiziert werden muss.

Im Allgemeinen scheint es so, dass XIAP im Stande ist, nach der XAF1 vermittelten
Kernakkumulation wieder zurlick ins Zytoplasma zu gelangen und dort unter anderem als
Apoptose-Inhibitor wirken zu kénnen. Dass mehr als nur ein NES fir den nukledren Export
von Proteinen verantwortlich sein kann, wurde bereits mehrfach nachgewiesen und ist
generell auch hier nicht auszuschlielfen (Huang et al. 2013, Hwang et al. 2014). Zur
Bestatigung der mittels Mikroinjektion erhaltenen Resultate wurden die mit GFP fusionierten
XIAP-Konstrukte zusammen mit Crm1 in 293T-Zellen kotransfiziert und anschlieend
koprazipitiert. Dieser Versuch bestatigte eine Interaktion zwischen den XIAP-Konstrukten F1,
F2, F4 und F5 und dem Exportrezeptor Crm1.

Ebenso schienen XIAPr; und XIAPgs mit Crm1 zu interagieren. Wahrend XIAPg4 die
starkste Interaktion der Konstrukte mit Crm1 zeigte, konnte nur eine schwache Bindung von
XIAPr3 an den Exportrezeptor nachgewiesen werden (Abb. 28). Fur XIAPr3 kdnnten neben
der Ko-IP die noch ausstehenden Mikroinjektionen einen besseren Einblick in den mdglichen
Kernexport von XIAPE; liefern, welcher aufgrund des nicht existenten NES nicht stattfinden
solite. Die Interaktion von XIAPrs mit Crm1 basiert zum einen eventuell auf einem
unbekannten zwischengeschalteten Adapter-Protein oder einer bisher nicht bekannten
Funktion der UBA. Mdglicherweise spielt dabei das kurze hydrophobe ,MGF-Motiv* (Tse et
al. 2011) eine wichtige Rolle und hat in diesem kleinen XIAP-Teilstick einen starkeren
Einfluss als es im Volllange-XIAP der Fall ist. Mittels IVT und Pulldown kénnte dies naher
analysiert werden. Insgesamt konnten die Versuche jedoch eine mdgliche Interaktion
zwischen Crm1 und den zuvor mikroinjizierten XIAP-Konstrukten (XIAPg1, XIAPg2, XIAPEs,
XIAPEs) belegen.

Die Kombination unterschiedlicher experimenteller Strategien, namentlich
Exportinhibition, Mikroinjektion und Ko-Immunprazipitation zeigte, dass die XIAP-Lokalisation
Uber die Hemmung von Crm1 mit LMB beeinflusst wird und der Kernexport womdglich von
mehreren Exportsignalen in der Sequenz von XIAP vermittelt wird. Inwieweit der Export von
XIAP auf der Interaktion von Crm1 mit proteininternen NES oder NES in einem seiner

Interaktionspartner beruht, sollte anhand von Kotransfektionen geklart werden. Da unter den
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IAPs publizierten Daten zufolge Survivin bisher einen der potentesten Interaktionspartner
von XIAP darstellt (Dohi 2004), wurde XIAP zu Beginn mit Survivin oder dessen export-
defizienten Mutante (Survivinnesmt) in Hela-Zellen Ko-transfiziert und die intrazellulare
Lokalisierung beider Proteine analysiert.

Hieraus ergab sich, dass die Wechselwirkung zwischen XIAP und Survivin weder
einen signifikanten Einfluss auf die subzelluldre Verteilung von XIAP noch von Survivin hat.
Wahrend die Export-defiziente Survivin-Mutante im Kern akkumulierte, fand sich der Wildtyp
im Zytoplasma. Die Akkumulation von Survivin im Nukleus schien eine Abnahme der Menge
an zytoplasmatischem XIAP zu induzieren (Abb. 29). Hinsichtlich der dabei gleichbleibenden
nuklearen Menge von XIAP schien der reduzierende Effekt eher auf dem Verlust der
stabilisierenden Funktion von Survivin zu basieren (Dohi et al. 2004), was zu einem Abbau
von XIAP im Zytoplasma flihren kdnnte und nicht unbedingt auf einen gekoppelten
Kernimport oder Kernexport zurickzufihren ist. Nach dem Ausschluss von Survivin als
optionalem Transportpartner riickte XAF1 mehr in den Mittelpunkt der Untersuchungen. Im
Zusammenhang der von Peter Liston im Jahr 2001 publizierten Daten, welche eine Induktion
der Akkumulation von XIAP im Kern Uber XAF1 postulieren, sollte untersucht werden, ob
XAF1 nicht auch gegenteilig wirken und ebenso den nukledren Export von XIAP unterstltzen
kann. SchlieBlich ist der XAF1-XIAP-Komplex u.a. fir den proteolytischen Abbau von
Survivin verantwortlich, welcher nicht im Zellkern ablduft (Arora et al. 2007). Dazu wurde
zunachst Uberprift, ob XAF1 die Voraussetzungen erflllt, um selbst aktiv Gber den NPC
transportiert zu werden. In silico-Sequenzanalysen haben hierbei die Existenz eines Leucin-
reichen NES in XAF1 belegt (s. Anhang, Abb. 44). Die =zellulare Expression und
nachfolgende LMB-Behandlung eines C-terminal mit mCherry fusionierten XAF1 konnten die
Existenz eines NES weiter bestatigen. Im Gegensatz zur bisherigen Annahme, dass XAF1
ein nukledres Protein sei (Peter Liston und Tamai 2001), zeigte sich nach dessen
Transfektion zunachst eine zytoplasmatische Lokalisation, und erst nach LMB-Zugabe eine
nukleare Akkumulation (Abb. 30). Demnach galt es im nachsten Schritt mittels Kotransfektion
und LMB-Inkubation eine potenzielle Wechselwirkung zwischen XIAP und XAF1
aufzudecken.

Tatsachlich wurde anhand der Ko-Expression von XIAP und XAF1 erneut bewiesen,
dass zwischen den beiden Proteinen eine Interaktion stattfindet und daraus eine
Veranderung in Bezug auf ihre subzellulare Lokalisation resultiert. Nach Kotransfektion
lokalisierten XAF1 sowie XIAP verstarkt im Zellkern, die durch LMB-Inkubation noch
gesteigert wird (Abb. 31). Aus diesen Experimenten ergab sich zwar eine Abweichung in der
bereits propagierten Lokalisation von XAF1, aber nicht in dessen Aktivitat hinsichtlich der
nukledren Translokation von XIAP (Peter Liston und Tamai 2001). Inwieweit XAF1 im Stande

ist, den XIAP-Export zu beeinflussen, muss durch weitere Arbeiten geklart werden.
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4.2 Interaktion von Survivin mit anderen IAPs am Beispiel von Livin

Neben XIAP und Survivin gehdrt Livin mittlerweile zum Kreis der meist untersuchten
IAPs im Bereich der Tumorforschung. Die Expression von Livin ist in zahlreichen Tumorarten
nachweislich hochreguliert. Somit stellt Livin ein weiteres Angriffsziel bei der Entwicklung von
Krebstherapien dar (Yang et al. 2010). Neben seiner Rolle als anti-apoptotisches Protein
besitzt Livin ebenso die Fahigkeit, pro-apoptotisch zu wirken. Somit handelt es sich bei
diesem IAP-Mitglied nicht nur um einen Inhibitor, sondern mehr um einen Regulator des
programmierten Zelltods (Apoptose) (Boaz Nachmias 2003). Es wurde belegt, dass sowonhl
die a- als auch die B-Form von Livin nach dem Einsetzen der Apoptose von den Caspasen-3
und -7 gespalten wird und sie so ihre pro-apoptotischen Eigenschaften erhalten (Nachmias
et al. 2007). Dennoch ist eine unnattrlich hohe Expression von Livin mit keiner Zunahme des
Zelltods verbunden und dient sogar haufig als Indiz flr eine voranschreitende
Tumorprogression (Myung et al. 2013).

Genauso findet sich in zahlreichen Tumorarten eine starke Uberexpression von XIAP
und Survivin, wobei letzteres im Stande ist, mit XIAP zu interagieren und somit dessen
proteolytischen Abbau zu verhindern (Dohi et al. 2004). Von diesem Punkt ausgehend sollte
im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob Survivin im Rahmen seiner anti-
apoptotischen Funktionen nicht nur XIAP, sondern mdglicherweise auch Livin binden und

somit dessen Konvertierung in ein pro-apoptotisches Protein verhindern kann.

Um erste Hinweise auf eine potenzielle Interaktion von Survivin und Livin zu erhalten,
wurde die subzellulare Lokalisation von Livin per Immuncytochemie analysiert, nachdem es
zum einen mit dem Wildtyp und zum anderen mit der Export-defizienten Mutante von
Survivin in Hela-Zellen kotransfiziert wurde. Da die vorliegenden Farbe-Protokolle fir die
Livin-spezifischen Antikérper bisher nicht etabliert waren, sollte das Protein Uber ein C-
terminal fusionierten Myc-tag detektiert werden. Die transfizierten Survivin-Konstrukte trugen
ein C-terminales GFP und konnten so mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden.
Zwar farbte der Myc-Antikérper auch zu einem geringen Teil die Zellmembran an, nach
Kotransfektion der Livin-Myc und der Survivin-GFP Plasmide war jedoch zu erkennen, dass
Livin in Kombination mit Survivinnesmi-GFP starker im Kern akkumulierte als in Verbindung
mit dem wildtypischen Survivin (Abb. 32). Dies konnte als ein erstes Indiz flir eine Interaktion
der beiden |APs dienen.

Weiterhin sollte mit Hilfe der Ko-Immunprazipitation und anschlie@Rendem Western-
Blot ein mogliches Zusammenspiel von Survivin und Livin genauer Uberprift werden.
Survivin und Livin wurden dazu in 293T-Zellen kotransfiziert, GFP bzw. XIAP dienten dabei
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als Negativ- bzw. Positivkontrolle. Tatsachlich konnte zwischen Survivin und Livin eine
Interaktion nachgewiesen werden, die jedoch nicht so stark schien wie die Bindung von
Survivin und XIAP (Abb. 33). Der daraufhin durchgefuhrte Pulldown, mit dem die direkte
Bindung zweier Proteine im zellfreien System nachgewiesen werden kann, lie3 auf eine
indirekte Interaktion von Livin und Survivin schlielen. im Gegensatz zur Positivkontrolle
(Survivin und Borealin) konnte hier keine direkte Interaktion nachgewiesen werden (Abb. 34).
Mit Blick auf die Interaktion zwischen Survivin und XIAP, welche direkt lUber die BIR-
Doménen von XIAP stattfindet (Dohi et al. 2004), kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Survivin auch mit Livin Uber dessen BIR-Domane interagiert. Somit sollte die Aussagekraft
des Pulldown-Experiments nochmals Gberprift werden.

In weiterfihrenden Versuchen sollte auch endogenes Livin naher charakterisiert
werden. Als Voraussetzung dafir sollte eine (humane) Zelllinie verwendet werden, die eine
hohe Livin-Expression aufweist. Daher wurde zunachst die Expression von endogenem Livin
in verschiedenen Zelllinien untersucht (Abb. 35).

Innerhalb der getesteten Zelllinien konnte die Expression von Livin auf Proteinebene
nur in der Melanom-Zelllinie SK-Mel37 nachgewiesen werden. Bezlglich der Herkunft der
verwendeten Zelllinien war nicht zu erwarten, dass Livin nur in den SK-Mel37-Zellen
detektierbar war. Bei NW-450 Zellen handelt es sich ebenfalls um eine Melanom-Zelllinie
und selbst fir Hela- (Zervix) , 293T- (Niere) und A431-Zellen (Haut) wurde die Expression
von Livin zuvor beschrieben (GeneTex , Yan 2011). Wahrscheinlich ware in diesem Fall,
dass der Livin-Antikorper von den grofden Mengen an exprimiertem Livin-Protein in den Sk-
Mel37-Zellen weggefangen wird, und anschlieend nicht mehr ausreichend vorhanden ist,
um auch geringe Mengen des Proteins in den anderen Zelllinien zu detektieren.
Gegebenenfalls musste eine sensitivere Nachweismethode etabliert werden (Real time
PCR), welche zur Detektion sehr schwacher Expressionsintensitaten verwendet werden
kann.

Im Hinblick auf die erstmals beschriebene Wechselwirkung von Survivin und Livin
sollten im Weiteren die publizierten pro-apoptotischen Spaltprodukte von Livin analysiert
werden. Moglicherweise kdnnte die Livin-Survivin Interaktion die Spaltung von Livin durch
die Caspasen verhindern oder die pro-apoptotischen Spaltprodukte binden und so deren

Funktion hemmen.

Um die von Nachmias et al. 2003 und 2007 beschriebenen Livin-Spaltprodukte
bezuglich ihrer subzelluldren Lokalisation und ihrer moglichen Wechselwirkung mit Survivin

im Detail untersuchen zu konnen, wurde zunachst eine Reihe von Livin-Konstrukten
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generiert. Dabei handelte es sich um das kurze N-terminale (AS: 1-52) und das lange C-
terminale (AS: 53-292) Fragment, welche nach der Spaltung durch Caspase-3 und -7
entstehen. Diese beiden verkurzten Livin-Konstrukte wurden neben dem Volllange-Livin far
die nachfolgenden Experimente jeweils mit N- und C-terminalen GFP- und Myc-tags
fusioniert, um ihre Akkumulation in der Zelle verfolgen und einen eventuellen Einfluss des
fusionierten tags Uberprufen zu kdnnen. Zusatzlich zu den GFP-Fusionsproteinen wurden
Livinwt-mCherry und ein Myc-Livinwt-GFP Konstrukte kloniert. Die Caspasen spalten Livin N-
terminal der BIR-Domane nach Ds, so dass im gréfieren C-terminalen Spaltstiick die BIR-
und RING-Doméne vorhanden sind, wohingegen im kleineren N-terminalen Spaltstiick
bislang keine funktionell relevanten Bereiche bekannt sind (Boaz Nachmias 2003).

Um die Lokalisation der verkirzten Livin-Fragmente zu untersuchen, wurden diese in
Hela-Zellen transfiziert und anhand des fusionierten GFP fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Der Wildtyp zeigte hauptsachlich eine nukleare Lokalisation, war aber auch in
geringem Ausmald im Zytoplasma zu finden. Demgegeniber erschien das C-terminale Livin-
Fragment distinkter in seiner Lokalisation, da es ausschliellich perinukledr akkumulierte.
Das kurze N-terminale Livin-Fragment zeigte eine homogene Verteilung sowohl im Kern als
auch im Zytoplasma der Zelle, was wohl auf dessen geringe GroRe und der daraus
resultierenden Diffusionsfahigkeit beruht. Die hier gezeigte Verteilung der Fusionsproteine ist
konform mit der zuvor publizierten Lokalisation (Nachmias et al. 2007) und ist somit ein
Beweis fir die Funktionsfahigkeit der klonierten Konstrukte. Im Hinblick auf die ringférmige
Anreicherung des als pro-apoptotisch beschriebenen tLiviniong-GFP um den Zellkern sollte im
Verlauf der Untersuchungen der exakte Ort der subzellularen Anreicherung identifiziert
werden. Hierzu wurden Livinwt-GFP und die dazugehdrigen trunkierten Livin-Varianten
jeweils gemeinsam mit einem entsprechenden Marker fir den Golgi-Apparat bzw. das
Endoplasmatische-Retikulum (ER) transfiziert und deren Kolokalisation in der Zelle
analysiert.

Fur den Livin-Wildtyp und das kurze trunkierte Fragment konnte keine Kolokalisation
mit dem Golgi-Apparat oder dem ER-Marker nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
schliel3t zwar eine Lokalisation des N-terminalen Spaltstlicks am Golgi-Apparat und dem ER
aus, liefert jedoch keinen Beweis fir deren mangelnde Funktionalitdt und lasst somit Raum
fir weitere Untersuchungen. Anders verhalt es sich mit der pro-apoptotischen Livin-Form,
welche scheinbar nicht wie beschrieben am Golgi-Apparat, sondern am ER akkumuliert
(Abb. 38 und Abb. 39) (Nachmias et al. 2007). Anhand der hier vorliegenden Ergebnisse,
welche auf eine Lokalisation des C-terminalen Livin-Spaltproduktes am ER hindeuten, lassen
sich diverse Erklarungen flir dessen postulierte proapoptotische Eigenschaften finden.

Livin gelangt durch die proteolytische Spaltung und der damit verbundenen

Lokalisationsveranderung aus dem Zytoplasma ans ER und kann somit im Zytoplasma nicht
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mehr anti-apoptotisch wirken. In Abwesenheit von Livin ist dessen Interaktion mit dem
zytoplasmatischen Gegenspieler Smac/DIABLO fortan unterbunden, wodurch letzteres nicht
mehr ubiquitinyliert werden kann und vor proteolytischem Abbau geschutzt ist (Ma et al.
2006, Varfolomeev et al. 2012). Folglich kann Smac/DIABLO ungehindert XIAP in seiner
Funktion als anti-apoptotisches Protein hemmen.

Eine weitere Moglichkeit ware, dass durch die Ansammlung des Livin-Fragments am
ER eine Freisetzung des dort vorhandenen Ca?* induziert wird, was eine Stress-Reaktion in
der Zelle zur Folge hatte und den Beginn bzw. ein Voranschreiten der Apoptose herbeiflihren
wirde (Breckenridge et al. 2003). Weiterhin kann vermutet werden, dass die Livin-
Anhaufung am ER neben der Freisetzung von Ca?* ebenso die Aktivierung der Caspase-12
einleitet, welche als ER-assoziierte Initiator-Caspase beschrieben ist (Nakagawa et al. 2000).
Eine eventuelle Akkumulation am Golgi-Apparat wie von Nachmias et al. 2007 gezeigt
koénnte allerdings auf eine noch unbekannte Interaktion mit dem dort vorhandenen, hoch
konservierten, anti-apoptotischen h-GAAP (human-Golgi anti-apoptotic protein) hinweisen
(Gubser et al. 2007). Die Vielzahl an funktionellen Wegen, auf denen Livin pro-apoptotisch

wirken kann, macht dieses IAP zu einem wichtigen Zielprotein flr zukilinftige Forschungen.

Hinsichtlich der mittels Immunfluoreszenz und Ko-IP nachgewiesenen Interaktion von
Livin und Survivin sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob diese durch die Livin-
Spaltung beeinflusst wird und inwiefern Survivin eine Affinitat zu den Spaltprodukten besitzt.
Survivinw-mCherry wurde mit den GFP-fusionierten Spalt-Varianten von Livin und dem
Wildtyp in Hela-Zellen kotransfiziert und deren Lokalisation analysiert. Es zeigte sich, dass
die Ko-Expression der beiden Proteine keinen Einfluss auf deren subzellulare Lokalisation
hatte. Die perinukledre Akkumulation von tLivinieng blieb ebenso erhalten wie die Verteilung
von tLivinsnort (Abb. 40). Da die Analyse der Kolokalisation keine eindeutige Aussage
bezuglich der Interaktion von Survivin mit den Livin-Fragmenten erlaubte, wurden die Livin-
Konstrukte mittels Ko-Immunprazipitation auf eine Wechselwirkung mit Survivin hin
untersucht. Auf Grund der vorab gewonnenen Ergebnisse wurden die Untersuchungen auf
das C-terminale pro-apoptotische Fragment und den Wildtyp von Livin beschrankt.

Dabei konnte zusatzlich zu der erneuten Bestatigung der Wechselwirkung zwischen
Survivin und dem wildtypischen Livin auch eine Bindung von Survivin an tLivineng gezeigt
werden, welche wesentlich starker zu sein schien als die Interaktion von Survivin und dem
Volllange-Livin (Abb. 41). Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf einen weiteren pro-
apoptotischen Mechanismus von tLivinieng. Ebenso wie der Livin-Wildtyp (Dou et al. 2012)

bildet tLivinong Homodimere, die im Stande sind, mit Survivin zu interagieren. Durch Livin's
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Funktion als E3-Ligase wird Survivin dann ubiquitinyliert und vom Proteasom abgebaut.
Daraus geht hervor, dass Livin direkt nach der Spaltung durch die Caspasen-3 und -7
weiterhin einen Einfluss auf die apoptotische Maschinerie besitzt. Dieser ware dann bereits
im Zytoplasma und im spateren Verlauf zusatzlich am ER von Bedeutung. Es werden jedoch

weitere Experimente bendtigt, um diese Hypothese zu stitzen.

Livin wird in den friihen Stadien der Apoptose von den Effektor-Caspasen -3 und -7
gespalten und wandelt sich daraufthin vom anti- zum pro-apoptotischen Protein (Boaz
Nachmias 2003). Neben Livin ist auch XIAP ein Zielprotein der genannten Effektor-
Caspasen. Durch die Spaltung wird die anti-apoptotische Wirkweise von XIAP vermindert
oder durch Abbau der Spaltprodukte ganzlich ausgeschaltet (Quinn L.Deveraux 1999). In
diesem Zusammenhang ist eine wichtige Funktion von Survivin beschrieben. Survivin bindet
an XIAP, stabilisiert es und verhindert nicht nur dessen proteolytischen Abbau, sondern
ebenfalls die Spaltung durch die Caspasen (Dohi 2004). Davon ausgehend galt es im letzten
Teil der Arbeit, einerseits die Beteiligung von Caspase-3 an der Prozessierung von Livin zu
bestatigen und andererseits zu analysieren, ob die neu entdeckte Interaktion von Survivin mit
Livin, wie auch bei XIAP, einen Effekt auf die Livin-Spaltung hat. Dazu wurde Livinwr-GFP/-
mCherry mit Caspase-3wr-GFP in parentalen A431-Zellen und in Survivinwt-GFP konstitutiv
exprimierenden A431-Zellen ko-exprimiert und hinsichtlich der subzellularen Lokalisation
analysiert.

In den parentalen A431-Zellen war nach der Kotransfektion von Livin und Caspase-3
eine Verlagerung der Caspase-3 in den Zellkern nachweisbar. Dies deutet auf eine aktivierte
Form der Caspase-3 hin (Luo et al. 2010). Livin zeigte ebenfalls eine phanotypische
Veranderung. Wurde es in Abwesenheit exogener Caspase-3 noch nuklear und
zytoplasmatisch exprimiert, bildete sich bei Uberexpression von Caspase-3 derselbe
perinukleare Phanotyp, der von tLivinong bekannt ist (Abb. 42). Dies belegt deutlich die
propagierte Spaltung von Livin durch Caspase-3. Wurde dieselbe Kotransfektion allerdings in
Survivin konstitutiv exprimierenden A431-Zellen wiederholt, war im Vergleich zur einzelnen
Transfektion keine Veranderung in der Lokalisation der Proteine zu erkennen. Caspase-3
lokalisierte nach wie vor zytoplasmatisch und auch Livin war homogen sowohl im Kern als
auch im gesamten Zytoplasma verteilt (Abb. 43). Dies ist als Hinweis darauf zu werten, dass
es bei einer stetigen Expression von Survivin nicht zu einer Aktivierung der Caspase-3 und
damit zu einer Spaltung von Livin kommt. Survivin scheint hier eine dhnliche Funktion zu
erfullen, wie es bei XIAP der Fall ist. Die Interaktion mit Survivin stabilisiert Livin, unterbindet

die Prozessierung in das pro-apoptotische Fragment und verstarkt die anti-apoptotische
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Wirkung Livins (Dohi 2004). Dies erklart auch, weshalb in den meisten Tumorarten nicht nur
XIAP und Survivin, sondern ebenso Livin hochreguliert vorliegt (Yang et al. 2010). Eine
zusatzliche Bestatigung der Ergebnisse konnte durch siRNA-Analysen oder
Zellfraktionierungs-Assays geliefert werden. Darlber hinaus konnte ebenfalls geklart werden,
ob Survivin Livin ebenfalls vor der Spaltung durch Caspase-7 bewahren kann (Boaz

Nachmias 2003) und welche biologische Funktion das N-terminale Livin-Fragment ausubt.
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mCh mCherry
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NPC Nuclear pore complex
n-Terminus N-terminales Ende eines Proteins
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Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TSA Trichostatin A

Tyr Tyrosin

U Unit (umol Substrat pro Minute)
uN Uber Nacht

uv Ultraviolett

V Volumen

vgl. Vergleiche

WHO World Health Organization/ Welt Gesundheits Organisation
WT Wildtyp

XAF1 XIAP associated factor 1

XIAP X-linked Inhibitor of apoptosis
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Abb. 44 — Schematische Darstellung der XAF1/ Isoform1-Proteinsequenz
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Gezeigt ist die Proteinsequenz von XAF1/ Isoforml wobei in Rot das bisher nicht

beschriebene potenzielle nukledre Exportsignal markiert ist.
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Abb. 45 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pc3-Caspase-3wr-GFP-Plasmids
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Abb. 46 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pc3-Livinwr-GFP-Plasmids
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Abb. 47 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pc3-XAF1wr-mCherry-Plasmids
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Abb. 48 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pc3-XIAPwr-GFP-Plasmids
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Abb. 49 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pc3-GST-XIAPri-GFP-Plasmids
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Abb. 50 — Schematische Darstellung eines in dieser Arbeit klonierten pGex-GST-XIAPwr-GFP-Plasmids

121



ANHANG

5.7 Ncbi Gene Accession Numbers der verwendeten Sequenzen

‘ NAME ACCESSION NUMBER ‘
Caspase-3 NM_004346.3
Livin-B NM_022161.3
Survivin NM_001168.2
XAF1 NM_017523.3
XIAP NM_001167.3

5.8 Veroffentlichungen

Overexpression of the catalytically impaired Taspase1T234V or Taspase1D233A variants

does not have a dominant negative effect in t(4;11) leukemia cells.

Bier C., Hecht R., Kunst L., Scheiding S., Winsch D., Goesswein D., Schneider, G., Kramer,
O.H., Knauer S.K., Stauber R.H.

PLOSone 2012, 7(5):e34142. doi: 10.1371/journal.pone.0034142. Epub 2012 May 3

Functional characterization of novel mutations affecting Survivin (BIRC5)-mediated therapy

resistance in head and neck cancer patients.

Knauer S.K,. Unruhe B., Karczewski S., Hecht R., Fetz V., Bier C., Friedl S., Wollenberg B.,
Pries R., Habtemichael N., Heinrich U.R., Stauber R.H. Human Mutation 2013, 34(2):395-
404. doi: 10.1002/humu.22249. Epub 2012 Dec 20

Rapid formation of plasma protein corona critically affects nanoparticle pathophysiology.
Tenzer S., Docter D., Kuharev J., Musyanovych A., Fetz V., Hecht R., Schlenk F., Fischer
D., Kiouptsi K., Reinhardt C., Landfester K., Schild H., Maskos M., Knauer S.K., Stauber
R.H.

Nature Nanotechnology 2013, 8(10):772-81. doi: 10.1038/nnano.2013.181. Epub 2013 Sep
22
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