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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 APOPTOSE, EINE FORM DES PROGRAMMIERTEN
ZELLTODS

Der hoch konservierte Mechanismus, der als Apoptose oder programmierter Zelltod
bezeichnet wird, ist genetisch festgelegt und findet in allen mehrzelligen Organismen statt
(Ubersicht bei Kerr et al., 1972). Der kontrollierte Zelltod spielt bei der Aufrechterhaltung der
Gewebehomdostase und wahrend der Emryonalentwicklung eine ebenso wichtige Rolle wie
die Zellproliferation (Ubersicht bei Meier et al., 2000). Die Kontrollwege, die zur Induktion
von Apoptose fuhren, sind oft eng verknipft mit den Regulationsmechanismen der
Zellteilung, da eine Koordination beider Prozesse notwendig ist (Ubersicht bei Chau & Wang,
2003; Ubersicht bei McCarthy et al., 2001). Apoptose findet wahrend der Embryonal-
entwicklung zur Organ- und Formenbildung sowie zur Eliminierung nicht mehr bendtigter
Zellen wie zum Beispiel der Zellen des Nervensystems statt. Die T-Zellen des Immunsystems
konnen die Beseitigung autoreaktiver Immunzellen, aber auch Virus-infizierter Zellen oder
genetisch entarteter Zellen induzieren (Ubersicht bei Ekert & Vaux, 1997). Ein Ausbleiben
des programmierten Zelltods kann zu Misshildungen, Autoimmunerkrankungen (Ubersicht
bei Klimiuk et al., 1995) und malignen Erkrankungen fiihren (Ubersicht bei Zornig et al.,
2001). Das Auftreten von verstarkter Apoptose hingegen kann eine Vielzahl pathologischer
Zustande auslosen, darunter neurodegenerative Erkrankungen (Engidawork et al., 2001,
Ubersicht bei Jellinger & Stadelmann, 2000) und AIDS (Ubersicht bei Gougeon, 1997).

111 Ablauf der Apoptose

Der programmierte Zelltod kann durch eine Vielzahl physiologischer Stimuli induziert
werden, wodurch es zur Aktivierung von Apoptose-spezifischen Proteasen und Nukleasen
kommt (Ubersicht bei Danial & Korsmeyer, 2004). Erste morphologische Auffalligkeiten sind
daher die Schrumpfung und Ablésung der Zelle vom Substrat bzw. von ihren Nachbarzellen
aufgrund des Abbaus des Zytoskeletts sowie einer Kondensation und Fragmentierung des
Zellkerns durch die Spaltung von Lamin und der DNA (Ubersicht bei Kerr et al., 1972). Im
Unterschied zur Nekrose, bei der die Zellbestandteile der sterbenden Zelle in das Interstitium
freigesetzt werden, verpackt eine apoptotische Zelle ihren Zellinhalt durch
Membranabschnirung (membrane blebbing) in so genannte apoptotic bodies (Golstein &
Kroemer, 2007). Diese werden durch die Prasentation von Phosphatidylserin, das nach der
Apoptose-Induktion auch auf der extrazelluléren Seite der Plasmamembran zu finden ist, von
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benachbarten Zellen und Makrophagen erkannt und phagozytiert, so dass eine
Entziindungsreaktion vermieden wird (Ubersicht bei Schlegel & Williamson, 2001).

1.1.2 Auslésung und Regulation der Apoptose

Bei der Auslosung des Selbstmordprogramms einer Zelle wird grundsatzlich zwischen zwei
Hauptwegen unterschieden. Wird die Apoptose durch ein Todessignal von aul’en induziert,
spricht man vom extrinsischen Signalweg. Stimuli wie DNA-Schadigung, Wachstums-
faktorentzug, Verlust der Zellzykluskontrolle oder des Zell-Zell-Kontakts aktivieren dagegen
den intrinsischen Signalweg (Ubersicht bei Jin & EI-Deiry, 2005). Bei beiden Signalwegen
wird eine Kaskade-artige Aktivierung von Apoptose-spezifischen Proteasen, den so
genannten cysteinyl aspartate specific proteinases (Caspasen), initiiert. Alle Caspasen werden
als inaktive Procaspasen synthetisiert. Sie bestehen aus einer N-terminalen Prodoméne sowie
einer grofRen und einer kleinen Untereinheit. Erst nach der Induktion der Apoptose erfolgt ihre
proteolytische Aktivierung, indem die N-terminale Prodoméne entfernt und eine Spaltung der
Kleinen und groRBen Untereinheit erfolgt. Aus jeweils zwei kleinen und zwei groflRen
Untereinheiten kann sich dann ein aktives Tetramer mit zwei Kkatalytischen Zentren
zusammenlagern (Ubersicht bei Thornberry & Lazebnik, 1998). Allgemein werden die in den
apoptotischen Prozess involvierten Caspase-Mitglieder in zwei Gruppen eingeteilt, die
Initiator- und die Effektorcaspasen. Die Initiatorcaspasen, zu denen die Caspasen 2, 8, 9 und
10 gehdren, sind den Apoptose-induzierenden Prozessen unmittelbar nachgeschaltet und
leiten das apoptotische Signal weiter. lhre wichtigsten Substrate sind die Pro-
Effektorcaspasen, die sie durch proteolytische Spaltung aktivieren. Die Effektorcaspasen, zu
denen die Caspasen 3, 6 und 7 gehoren, sind die eigentlichen Exekutoren der Apoptose,
indem sie eine Vielzahl von lebenswichtigen Proteinen der Zelle zerstéren (Ubersicht bei
Stroh & Schulze-Osthoff, 1998). Zu den Substraten der Effektorcaspasen gehdren anti-
apoptotische Proteine wie die Mitglieder der Bcl (B-cell-lymphoma)-2-Familie Bcl-2 und Bcl-
X, Proteine des Zytoskeletts wie Aktin, Lamin und Keratin, Proteine des DNA-
Reparatursystems wie PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) sowie Transkriptions- und
Replikationsenzyme wie Spl. Durch die proteolytische Spaltung werden aber auch pro-
apoptotische Proteine aktiviert, so zum Beispiel die Procaspasen selbst, das Bcl-2-Familien-
Mitglied Bid und die DNase CAD (caspase-activated DNase) (Ubersicht bei Cryns & Yuan,
1998). Die Aktivierung von CAD beruht dabei auf der Spaltung ihres Bindungspartners und
Inhibitors ICAD (inhibitor of CAD). Wird dieser abgebaut, kommt es zur Freisetzung von
CAD, die dann in ihrem aktiven Zustand in den Zellkern transloziert und zur Degradation der
DNA beitragt (Enari et al., 1998).
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Abb. 1: Apoptose-Induktion durch den extrinsischen und den intrinsischen Signalweg. Der extrinsische
Weg (linker Teil der Abbildung) wird durch die Bindung eines Liganden (zum Beispiel FasL) an seinen
Todesrezeptor (zum Beispiel Fas) aktiviert, der sich zu einem Trimer zusammenlagert. Nach der Aktivierung
kdnnen Adapterproteine (zum Beispiel FADD) auf der zytosolischen Seite an die Todesdomdne (DD) des
Rezeptors binden. Uber die Todeseffektor-Doméne (DED) der Adapterproteine werden inaktive Procaspase-8-
Molekiile rekrutiert. In diesem so genannten death-inducing signaling complex (DISC) wird die Procaspase-8
zur aktiven Caspase-8 gespalten. Diese aktiviert Effektorcaspasen wie zum Beispiel die Caspase-3, die dann
durch proteolytische Spaltung ihrer Substrate den Zelltod einleitet. Der intrinsische Weg (rechter Teil der
Abbildung) wird durch intrazellulére Todessignale aktiviert. Die pro-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie
leiten diese Signale an die Mitochondrien weiter, wodurch es zur Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem
mitochondrialen Intermembranraum kommt. Die freigesetzten Cytochrom c-Molekiile lagern sich im Zytosol mit
mehreren Apaf-1- und Procaspase-9-Molekiilen zum so genannten Apoptosom zusammen. In diesem
Multiproteinkomplex wird die Procaspase-9 zur aktiven Caspase-9 prozessiert, die daraufhin Effektorcaspasen
aktivieren kann. Durch die Aktivierung der Caspase-Kaskade wird der Tod der Zelle initiiert. Bild modifiziert
nach Kaufmann & Hengartner, 2001.

Der extrinsische Signalweg (Abb. 1, links) wird durch die Aktivierung membranstandiger

Rezeptoren aus der Superfamilie der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptoren, so genannter
,» Todesrezeptoren®, ausgelost, deren bekannteste Vertreter CD95/Fas und TNFa-R sind.

Deshalb spricht man in diesem Zusammenhang auch von der Rezeptor-vermittelten Apoptose.

Bindet ein Ligand, der zum Beispiel auf der Oberflache von zytotoxischen T-Zellen
exprimiert wird, an die extrazellulare Domane des Todesrezeptors, fuhrt dies zu einer
Trimerisierung und damit Aktivierung des Rezeptors. Daraufhin kann die zytoplasmatisch
gelegene, so genannte Todesdoméne (death domain, DD) des Rezeptors ein Adaptermolekdl
wie zum Beispiel FADD (Fas-associated protein with death domain) rekrutieren, das
wiederum Uber seine Todeseffektor-Doméne (death effector domain, DED) die Procaspase-8
rekrutiert. Dieser Multiproteinkomplex, der aus einem Todesrezeptor, einem Adaptermolekiil

und der Procaspase-8 besteht, wird auch als DISC (death-inducing signaling complex)
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bezeichnet. Das Modell der induzierten Nahe postuliert, dass sich die zahlreichen gebundenen
Procaspase-8-Molekiile in diesem Komplex durch Autoproteolyse gegenseitig aktivieren
kdonnen. Die aktivierte Caspase-8, die eine Initiatorcaspase darstellt, aktiviert durch
proteolytische Spaltung Effektorcaspasen wie die Caspase-3, -6, und -7, die wiederum durch
Fragmentierung ihrer Substrate den Zelltod einleiten (Ubersicht bei Peter & Krammer, 1998).

Der_intrinsische Signalweg (Abb. 1, rechts) wird durch zelleigene Stimuli wie DNA-

Schéadigung oder Wachstumsfaktor-Entzug ausgeldst. Da hier die Mitochondrien die zentralen

Vermittler der Apoptose darstellen, wird der Weg auch als Mitochondrien-vermittelte

Apoptose bezeichnet. An der Regulation dieses Signalweges sind hauptséchlich die
Mitglieder der Bcl-2-Familie beteiligt, zu denen sowohl die pro-apoptotischen Proteine Bim,
Bid, Bax und Bak wie auch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-X_ gehéren. In
nicht apoptotischen Zellen liegen die pro- und anti-apoptotischen Faktoren in einem
Gleichgewicht vor. Durch ihre Fahigkeit, sowohl Homo- wie auch Heterodimere ausbilden zu
konnen, neutralisieren sie sich gegenseitig in ihrer Funktion. AufRerdem liegen die pro-
apoptotischen Mitglieder in einer nicht apoptotischen Zelle in einem inaktivierten Zustand
vor. So wird zum Beispiel Bid proteolytisch aktiviert und Bad von seinem gebundenen
Inhibitor befreit, bevor sie ihre apoptotische Wirkung ausiiben kénnen (Ubersicht bei
Korsmeyer, 1999). Wird das in einer normalen Zelle vorliegende Gleichgewicht zwischen den
pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Mitgliedern zu Gunsten der pro-apoptotischen Faktoren
verschoben, koénnen pro-apoptotische Bcl-2-Mitglieder wie Bax und Bak kanaldhnliche
Strukturen in der duf3eren Mitochondrienmembran ausbilden. Die Kandle ermdglichen die
Freisetzung von Faktoren wie Cytochrom c¢ aus dem Intermembranraum in das Zytoplasma
(Antonsson, 2004). Cytochrom ¢ kann im Zytosol an Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating
Factor-1) binden, wodurch eine Konformationsanderung des Apaf-1-Proteins induziert wird.
Die Konformationsanderung ermdglicht eine Oligomerisierung mehrerer Apaf-1-Molekile
und fuhrt zur Freilegung der caspase recruitment domain (CARD) von Apaf-1. Jetzt kann die
Procaspase-9 mit ihrer CARD an Apaf-1 anbinden. Der entstehende Multiproteinkomplex, der
aus mehreren Apaf-1-, Procaspase-9- und Cytochrom c-Molekilen besteht, wird als
Apoptosom bezeichnet. In diesem Komplex wird die Procaspase-9 durch Autoproteolyse zur
aktiven Initiatorcaspase prozessiert und kann andere Effektorcaspasen aktivieren und dadurch
das apoptotische Signal weiterleiten und verstarken (Ubersicht bei Green & Kroemer, 2004).
Eine Regulation der Apoptose wird, wie oben schon erwahnt, zum einen durch das
Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Mitgliedern erreicht. Eine weitere
wichtige Apoptose regulierende Proteinfamilie stellen die im Zytosol lokalisierten
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spezifischen Caspase-Inhibitoren (inhibitor of apoptosis proteins, IAPs) dar, die eine spontane
Aktivierung der Caspase-Kaskade verhindern sollen (Ubersicht bei LeBlanc, 2003). Nach der
Aktivierung des Selbstmordprogramms der Zelle wiirden die 1APs allerdings einen effektiven
Ablauf der Apoptose verhindern, so dass es bei der Freisetzung von Cytochrom c zusétzlich
zu einer Ausschittung von SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) aus
den Mitochondrien kommt. Das SMAC-Protein wirkt dem inhibitorischen Effekt der 1APs

entgegen, so dass eine effektive Aktivierung der Caspasen erfolgen kann (Du et al., 2000).

1.1.3 ER-Stressvermittelte Apoptose

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist neben den Mitochondrien ein weiteres
Zellorganell, das an der intrinsischen Apoptose beteiligt sein kann (Ubersicht bei Szegezdi et
al., 2006). Seine vorrangige Funktion bt das ER jedoch bei der Synthese von sekretorischen
oder membranstandigen Proteinen aus. Diese werden in das Lumen des ER synthetisiert, wo
sie einerseits durch entsprechende Chaperone bei der Erlangung ihrer endgiltigen
Konformation unterstiitzt und auBerdem durch die Anheftung N-glykosidisch gebundener
Oligosaccharide modifiziert werden. Bei der N-Glykosylierung von Proteinen werden
Vorlaufer-Zuckerketten vom ,,Lipidcarrier Dolicholphosphat auf Asparagin-AS-Reste in der
Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr Ubertragen, die im weiteren Verlauf der Proteinreifung zu
mannosereichen Zuckerketten reduziert werden (Ubersicht bei Kornfeld & Kornfeld, 1985).
Eine weitere wichtige Aufgabe des ERs ist die Speicherung von Ca?*-lonen, die durch die
SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca -ATPase) aus dem Zytosol ins Innere des
ER befordert werden (Ubersicht bei Gorlach et al., 2006). Der Efflux von Ca**-lonen wird
hauptséchlich von den Kanélen der IP3R (Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptor)- und den RyR
(Ryanoid-Rezeptor)-Mitgliedern reguliert (Ubersicht bei Berridge, 2002). Eine Akkumulation
ungefalteter Proteine im ER-Lumen I6st den hoch konservierten unfolded protein response
(UPR)-Signalweg aus. In diesem Signalweg werden die missgefalteten Proteine durch das
ER-Chaperon BiP (Heavy chain binding protein)/Grp78 (Glucose regulated protein 78)
gebunden, woraufhin das Chaperon die ER-Transmembranproteine PERK (pancreatic ER
kinase-like ER kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) und IRE1 (inositol-requiring
enzyme 1) freigibt. Die durch die Freisetzung aktivierten Transmembranproteine kénnen dann
die Herunterregulation der gesamten Proteinbiosynthese sowie die verstarkte Expression von
ER-Chaperonen initiieren (Rao et al., 2002). Dauert der durch die akkumulierten Proteine
ausgeloste ER-Stress trotzdem an und kann nicht beseitigt werden, wird die Apoptose

eingeleitet. Bei dem UPR-Signalweg wie auch bei dem Mitochondrien-vermittelten
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apoptotischen Signalweg (siehe 1.1.2) spielen die Mitglieder der Bcl-2-Familie eine wichtige
Rolle. Durch die Aktivierung der Signalwege nach anhaltendem ER-Stress werden die anti-
apoptotischen Bcl-2-Mitglieder inaktiviert (McCullough et al., 2001; Bassik et al., 2004) und
die pro-apoptotischen Bcl-2-Mitglieder aktiviert (Lei & Davis, 2003). Die pro-apoptotischen
Faktoren wie Bax, Bak und Bim sind an der Freisetzung von Ca?*-lonen aus dem ER-Lumen
und an der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien beteiligt (Nutt et al., 2002).
Das freigesetzte Cytochrom c¢ ermdglicht die Ausbildung des Apoptosoms und damit die
proteolytische Aktivierung der Initiatorcaspase-9. Durch die Freisetzung von Ca?*-lonen in
das Zytosol werden unter anderem Cystein-Proteasen der Calpain-Familie aktiviert, die die an
der ER-Membran lokalisierte Initiatorcaspase-12 spalten (Tan et al., 2006) sowie pro-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bax (Wood et al., 1998) und Bid (Chen et al.,
2001) aktivieren. Durch die Induktion der beschriebenen Signalwege wird die Caspase-
Kaskade initiiert und die Zelle in die Apoptose geflihrt. Ob die Caspase-12 in der ER-Stress
vermittelten Apoptose Uberhaupt eine Rolle spielt, wird allerdings noch kontrovers diskutiert.
Bisher wurde nur in Nagern ein funktionelles Gen der Caspase-12 gefunden, wohingegen im
menschlichen Genom das humane Ortholog der Caspase-12 durch das Auftreten von
mehreren Mutationen im Laufe der der Evolution inaktiviert worden ist (Szegezdi et al.,
2003). Mehreren Berichten zur Folge kann aber die Caspase-4 moglicherweise ihre Funktion
im Menschen tbernehmen (Hitomi et al., 2004).

1.2 DASPRO-APOPTOTISCHE PROTEIN PAR-4

Par-4 (prostate apoptosis response-4) wurde urspriinglich bei der Suche nach Genen
identifiziert, die nach lonomycin-induzierter Apoptose in Androgen-unabhéngigen
Prostatakarzinomzellen der Ratte hochreguliert werden (Sells et al., 1994). Kurze Zeit spéter
wurde das humane Ortholog von Par-4 als Interaktionspartner des Wilms tumor protein 1
(WT1) isoliert (Johnstone et al., 1996). Par-4 wird ubiquitdr in den Geweben des Ektoderms,
Mesoderms und Endoderms exprimiert. Die Sequenz des Par-4-Proteins ist im Menschen, in
der Ratte und in der Maus hoch konserviert und weist besonders in den potentiell
funktionellen Bereichen eine 100%ige Homologie auf (Ubersicht bei El-Guendy &
Rangnekar, 2003). Das Par-4-Protein der Ratte umfasst 332 AS und besitzt eine molekulare
Masse von 38 kDa (schematische Ubersicht in Abb. 2). Trotz zweier Kernlokalisations-
sequenzen (NLS 1, AS 20-25; NLS 2, AS 137-153) im N-Terminus von Par-4 ist das Protein
in den meisten Zellen im Zytoplasma lokalisiert (Boghaert et al., 1997; Sells et al., 1997; Guo
et al., 1998) und ist dort teilweise mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert (Vetterkind et al.,
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2005b). Nur in einigen Tumorzellen, wie zum Beispiel in Androgen-abhangigen
Prostatakarzinom-Zellen, ist Par-4 ausschliellich im Kern lokalisiert, wobei die
Kernlokalisation von der NLS 2 des Par-4-Proteins vermittelt wird (EI-Guendy et al., 2003).
Am C-Terminus des Par-4-Proteins befindet sich einen potentielle Todesdomane (DD, AS
258-332), die auch in anderen pro-apoptotischen Proteinen wie zum Beispiel dem Fas-
Rezeptor zu finden ist (Feinstein et al., 1995; Rangnekar, 1998). Strukturell Gberlappt die
Todesdoméne des Par-4-Proteins mit einem Leucin-Zipper-Motiv (LZ, AS 290-332), das
Protein-Protein-Interaktionen vermitteln kann. Alle bisher bekannten Interaktionspartner
binden an den C-Terminus von Par-4 (Boosen et al., 2005; Johnstone et al., 1996; Guo & Xie,
2004; Page et al., 1999; Diaz-Meco et al., 1996; Roussigne et al., 2003). Anhand von
computergestitzten  Sequenzanalysen des Par-4-Proteins konnten viele potentielle
Phosphorylierungsstellen fir die Proteinkinase A (PKA), fir die Proteinkinase C (PKC) sowie
die Caseinkinase Il identifiziert werden (Ubersicht bei EI-Guendy & Rangnekar, 2003). Das
Auftreten dieser zahlreichen Konsensusmotive fiir Proteinkinasen weist auf eine potentielle

Regulation des Par-4-Proteins durch posttranslationale Modifikation hin.

Abb. 2: Schematische Darstellung des Par-4-Proteins aus der Ratte. Par-4 besteht aus 332 AS. Das Protein
besitzt zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS 1, AS 20-25 und NLS 2, AS 137-153). Die NLS 2 liegt inmitten
der so genannten SAC-Doméne (sufficient for apoptosisinduction in cancer cells, AS 137-195). Am C-Terminus
des Proteins befindet sich eine Todesdomane (DD, AS 258-332), die mit einem Leucin-Zipper-Motiv (LZ, AS
290-332) Uberlappt.

Das pro-apoptotische Potential von Par-4 kann Uber mehrere Signalwege vermittelt werden
(Ubersicht in Ranganathan & Rangnekar, 2005). Am besten untersucht sind bisher die
Mechanismen, die zur Unterdrickung von proliferationsfordernden oder apoptotischen
Signalen fiihren. So kann Par-4 zum Beispiel die atypische Proteinkinase C{ (PKC{)
inhibieren (Diaz-Meco et al., 1996), wodurch der NF-«xB Signalweg abgeschaltet und anti-
apoptotische Gene wie IAPs, die Bcl-2-like factors und die TNF-receptor-associated factors
(TRAF1, TRAF2) nicht mehr exprimiert werden (Barkett & Gilmore, 1999). Der
inhibitorische Effekt von Par-4 auf die PKCC kann durch die zusatzliche Bindung von p62
unter der Bildung eines terndren Komplexes wieder aufgehoben werden (Chang et al., 2002).
Durch die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor WT1 am Promotor des bcl-2-Gens kann
Par-4 direkt die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 reprimieren (Qiu et al.,
1999). Das Par-4-Protein ist weiterhin in der Lage, die Translokation des Fas-Rezeptors sowie

des Fas-Liganden an die Zelloberflache zu induzieren und so die Zellen fur die Induktion des
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extrinsischen Apoptoseweges zu sensibilisieren (Bergmann et al., 2004). Eine Expression von
Par-4 fihrt trotz Hemmung der Wachstumsstimulation in den meisten normalen, nicht
transformierten Zellen nicht zur Auslésung der Apoptose, sondern sensibilisiert die Zellen
lediglich fur apoptotische Stimuli wie Wachstumsfaktorentzug, UV-Strahlung oder Erhéhung
der intrazellularen Ca®*-lonen-Konzentration (Sells et al., 1997; Qiu et al., 1999; Camandola
& Mattson, 2000; Boehrer et al., 2006). Eine direkte apoptotische Wirkung scheint das Par-4-
Protein dagegen in vielen Tumorzellen zu besitzen (Nalca et al., 1999; Lucas et al., 2001; El-
Guendy et al., 2003), wie zum Beispiel in Androgen-unabhéngigen Prostatakrebszellen
(Chakraborty et al., 2001). Auch in vielen Tumorzellinien des zentralen Nervensystems, in
denen die Par-4-Expression herunterreguliert ist, 16st die ektopische Expression des Par-4-
Proteins vermehrt Apoptose aus (Vetterkind et al., 2005a). In friheren Studien wurde der
Leucin-Zipper des Par-4-Proteins als die Domane charakterisiert, die fur die pro-apoptotische
Wirkung des Par-4-Proteins verantwortlich ist (Sells et al., 1994). Neuere Studien konnten
jedoch zeigen, dass die Apoptose-auslésende Doméane von Par-4 zwischen den AS 137-195
lokalisiert ist. Eine Uberexpression dieser Domane fiihrt selektiv in Tumorzellen zu einer
Apoptose-Induktion, weshalb die Region als SAC-Domaéne (selective for apoptosis induction
in cancer cells, siehe auch Abb. 2) bezeichnet wurde (EI-Guendy et al., 2003). Flr den
selektiven pro-apoptotischen Effekt in Krebszellen konnte die Phosphorylierung der AS
Threoninss, die sich innerhalb der SAC-Doméne befindet, verantwortlich sein. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die PKA diesen AS-Rest im Par-4-Protein phosphorylieren kann.
Tumorzellen weisen oft eine erhdhte PKA-Aktivitat auf, so dass es in diesen Zellen durch
Phosphorylierung des Par-4-Proteins innerhalb der SAC-Doméne an der AS Threonin;ss zu

einer erhdhten apoptotischen Aktivitat kommen kénnte (Gurumurthy et al., 2005).

1.3 DIE INTERAKTIONSPARTNER DES PRO-APOPTOTISCHEN
PROTEINS PAR-4

Fur das Par-4-Protein sind bereits zahlreiche Interaktionspartner identifiziert worden, wie zum
Beispiel die PKC{ (Diaz-Meco et al., 1996), WT1 (Johnstone et al., 1996), THAP1
(Roussigne et al., 2003), p62 (Chang et al., 2002), AATF (apoptosis antagonizing
transcription factor; Guo & Xie, 2004) und der Androgen-Rezeptor (Gao et al., 2006). Die
drei Interaktionspartner DIk (DAP-like kinase), Amida und EFP1 (EF-hand binding protein
1), mit denen sich unsere Arbeitsgruppe eingehend beschéftigt und die fiir die durchgefiihrten
Studien in dieser Arbeit von besonderer Bedeutung sind, werden im Folgenden néher

erlautert.



EINLEITUNG 9

1.3.1 Dienukledre Serin/Threonin-Kinase DIk

Die Serin/Threonin-Kinase DIk (DAP-like kinase) aus der Ratte ist ein Interaktionspartner von
Par-4 (Page et al., 1999), die ihren Namen aufgrund der hohen Sequenzidentitat zur DAP-
Kinase (death-associated protein kinase) erhalten hat (Cohen et al., 1997). Zusammen mit
drei weiteren Vertretern bilden die DIk und die DAP-Kinase eine neue Kinase-Subfamilie, die
eine hohe Sequenzhomologie in ihren Kinase-Domanen aufweisen und alle mit der Apoptose
in Verbindung gebracht werden konnten (Ubersicht bei Kogel et al., 2001). Das DIk-Protein
aus der Ratte, in Abb. 3 schematisch dargestellt, besteht aus 448 AS und hat eine molekulare
Masse von 52 kDa. Anhand von Sequenzanalysen wurden insgesamt vier Kernlokalisations-
sequenzen identifiziert (NLS 1, AS 44-50; NLS 2, AS 278-294; NLS 3, AS 339-347; NLS 4,
AS 405-410), wobei scheinbar nur die NLS 4 flr die Kernlokalisation der DIk verantwortlich
ist (Kogel et al., 1999). Im N-Terminus des DIk-Proteins befindet sich die Kinase-Domane
(AS 1-275), im C-Terminus befindet sich ein Leucin-Zipper-Motiv (AS 411-448). Im
Gegensatz zur DAP-Kinase besitzen die DIk und ihr humanes Ortholog, die ZIPK (zipper
interacting protein kinase), keine C-terminale Todesdomane, sondern eine Leucin-Zipper-
Doméne, die die Ausbildung von Homo- bzw. Heterodimeren begunstigt. Der DIk und der
ZIPK fehlen auRerdem die in der DAP-Kinase vorhandene Ca”*/Calmodulin-Bindedoméne im

N-Terminus.

Abb. 3: Schematische Darstellung des DIk-Proteins aus der Ratte. Das DIk-Protein besteht aus 448 AS. N-
terminal befindet sich die Kinase-Doméane (AS 1-275), im C-Terminus liegt ein Leucin-Zipper-Motiv (AS 411-
448). Im DIk-Protein befinden sich aulerdem vier Kernlokalisationssequenzen (NLS 1, AS 44-50; NLS 2, AS
278-294; NLS 3, AS 339-347; NLS 4, AS 405-410).

Das DIk-Protein weist in der Zelle eine hauptsdchlich nukledre Lokalisation auf und ist im
Zellkern mit punktartigen Strukturen, den so genannten ,,speckles* assoziiert. Mit Hilfe von
Immunfluoreszenzanalysen konnte eine partielle Kolokalisation der DIk mit den
promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML-NBs) nachgewiesen werden (Kdgel et al.
1998). Bei den PML-NBs handelt es sich um subnukledre Multiproteinkomplexe, die zum
grolten Teil aus dem Protein PML bestehen. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass diese
nukledren Strukturen eine wichtige Funktion bei der Transkriptionsregulation,
Tumorsupression, Wachstumskontrolle, zelluldrer Seneszenz und der Apoptose spielen
(Ubersicht bei Salomoni & Pandolfi, 2002). Auch fiir das Par-4-Protein konnte in primaren

humanen Fibroblasten und Endothelzellen eine Lokalisation in den PML-NBs nachgewiesen
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werden (Roussigne et al., 2003). Ferner haben Studien von Kawai et al. (2003) gezeigt, dass
das Par-4-Protein eine Interaktion zwischen der ZIPK und dem Daxx (Fas death domain-
associated protein)-Protein in den PML-NBs einer humanen Tumorzellinie vermitteln kann
und so die Apoptosesensitivitat der Zellen gesteigert wird.

Friihere Befunde haben gezeigt, dass eine alleinige Uberexpression des Par-4-Proteins oder
der DIk nicht zur Induktion von Apoptose in Ratten-Fibroblasten fihrt, wohl aber die
Koexpression beider Proteine. Par-4 ist dabei in der Lage, die kernstdndige DIk aus dem
Nukleus an die Spannungsfasern des Aktin-Zytoskeletts zu rekrutieren, wo sie mit Par-4
kolokalisiert (Page et al., 1999). Die Rekrutierung der DIk an das Aktin-Zytoskelett ist nach
neuesten Erkenntnissen unserer Arbeitsgruppe abhangig von einer Phosphorylierung des Par-
4-Proteins durch die DIk an der AS Threoningiss (Doktorarbeit Boosen, 2007). Die
Kolokalisation von Par-4 und DIk am Aktin-Zytoskelett 16st eine starke Kontraktion der
Aktomyosinfilamente aus, wodurch es zur Induktion der Apoptose kommt (Page et al., 1999).
Fur die Induktion der Apoptose sind die Kinaseaktivitdt der DIk, die Aktin-Assoziation des
Par-4-Proteins sowie ein intakter Leucin-Zipper des Par-4-Proteins essentiell (Page et al.,
1999; Vetterkind et al., 2005b). Nach der Koexpression des Par-4-Proteins und der
Proteinkinase DIk erfolgt eine verstarkte Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette
von Myosin Il (MLC) an der AS Serinyg (Vetterkind et al., 2005b). In friheren Studien wurde
eine erhéhte MLC-Phosphorylierung bereits mit dem Phanomen des membrane blebbing
(siehe 1.1.1) in apoptotischen Zellen in Verbindung gebracht (Mills et al., 1998).
Zusammenfassend lasst sich aus diesem Befund ein Modell fur die Par-4/Dlk-vermittelte
Apoptose in Ratten-Fibroblasten ableiten: Das im Zytoplasma am Aktin-Zytoskelett
lokalisierte Par-4-Protein bewirkt tber einen bisher nicht bekannten Mechanismus die
Translokation der Proteinkinase DIk aus dem Zellkern, wobei das Par-4-Protein durch die DIk
an der AS Threoniniss phosphoryliert wird. Nach Rekrutierung an die Aktinfilamente kann
die DIk ihre Substrate wie zum Beispiel die MLC an der AS Sering phosphorylieren, was zur
Kontraktion des Aktomyosin-Systems und zur Induktion der Apoptose fiihrt (Vetterkind et
al., 2005b; Doktorarbeit Boosen, 2007).

1.3.2 Daspro-apoptotische Protein Amida

Amida wurde urspringlich bei einer Hefe-Zwei-Hybrid Suche nach neuen
Interaktionspartnern des gehirnspezifischen Proteins Arc (activity regulated cytoskeleton-
associated protein; Lyford et al., 1995) isoliert (Irie et al., 2000). In unserer Arbeitsgruppe

wurde Amida als neuer Interaktionspartner des Par-4-Proteins identifiziert (Boosen et al.,
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2005). Das Amida-Protein aus der Ratte umfasst 259 AS und hat eine molekulare Masse von
43 kDa. Das Protein enthélt zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS 1, AS 68-75 und NLS 2,
AS 190-194), die fir die hauptséchlich nukleédre Lokalisation verantwortlich sind (Irie et al.,
2000). Im Zellkern kolokalisiert das Amida-Protein mit dem PML-Protein in den PML-NBs,
wobei eine direkte Interaktion zwischen Amida und PML nachgewiesen werden konnte
(Doktorarbeit Boosen, 2007). In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das
Amida-Protein 48 h nach ektopischer Expression nicht ausschlieBlich im Zellkern, sondern zu
ca. 38 % auch im Zytoplasma von Ratten-Fibroblasten lokalisiert ist. Im Rahmen ihrer
Doktorarbeit konnte Meike Boosen (2007) eine potentielle Kernexportsequenz (NES, AS 26-
38) im Amida-Protein identifizieren, die eine nukleo-zytoplasmatische Translokation des
Amida-Proteins ermdglichen kénnte. Des Weiteren beinhaltet das Amida-Protein eine so
genannte Coiled Coil Region (CC, AS 79-108) in der Mitte des Proteins, die Protein-Protein-
Interaktionen vermitteln kann (siehe Abb. 4).

Abb. 4: Schematische Darstellung des Amida-Proteins aus der Ratte. Das Protein Amida besteht aus 259
AS. Es enthdlt zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS 1, AS 68-75 und NLS 2, AS 190-194) sowie eine
potentielle Kernexportsequenz (NES, AS 26-38) im N-Terminus. Im Bereich zwischen den AS 79-108 liegt die
Coiled Cail (CC)-Region.

Amida wird ubiquitér in den Geweben exprimiert, jedoch konnte eine verstarkte Expression
im Gehirn und im Testis der Ratte nachgewiesen werden. Nach der Expression in kultivierten
COS-7-Zellen 16st Amida die Apoptose aus. Daher wurde das Protein nach dem
buddhistischen Gott Amida benannt, der Sterbenden einen angenehmen Tod bereitet und sie
in das Paradies fuhrt. Durch Koexpression von Amida und seinem Interaktionspartner Arc
kann die pro-apoptotische Funktion des Amida-Proteins inhibiert werden (lIrie et al., 2000).
Des Weiteren scheint Amida eine Funktion bei der Kontrolle des Zellzyklus auszuiiben. Die
Uberexpression des Amida-Proteins kann in COS-7-Zellen einen Zellzyklus-Stopp in der S-
Phase induzieren und so den Eintritt in die Mitose verhindern. Amida wird in diesem
Zusammenhang als ein DNA-bindendes Protein beschrieben, das durch die Phosphorylierung
an der AS Serinigp durch die cyclin-dependent kinase 2 (Cdc2) reguliert wird. Die
Phosphorylierung der AS Serinigy fuhrt zu einer verminderten DNA-Bindekapazitat des
Amida-Proteins (Gan et al., 2003). Das humane Ortholog von Amida, TFPT (TCF3/E2A
fusion partner in childhood leucemia) bzw. FB1 wurde als Fusionspartner des

Transkriptionsfaktors E2A/TCF3 in Patienten mit pre-B ALL (acute lymphoblastic leucemia;
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Baker & Reddy, 1995) entdeckt (Brambillasca et al., 1999). Ob die durch die Fusion der
Proteine bewirkte Inaktivierung von TFPT oder von E2A urséchlich mit der Krankheit in
Verbindung steht, konnte bisher nicht geklart werden. Neuere Studien weisen darauf hin, dass
TFPT die Apoptose unabhangig von p53 induziert und dass die Uberexpression von TFPT nur
in den Zellen zur Apoptose fiihrt, die den G2-Kontrollpunkt Gberschreiten und in die Mitose
eintreten (Franchini et al., 2006). Das Amida-Protein stellt auch ein Substrat der Proteinkinase
DIk dar und wird an der AS Serinyg von der DIk phosphoryliert (Dissertation Boosen, 2007).
Interessanterweise fuhrt die Koexpression von Par-4 und Amida in Ratten-Fibroblasten zur
Translokation des Amida-Proteins aus dem Zellkern und zu einer Kolokalisation mit dem
Par-4-Protein am Aktin-Zytoskelett und zur Induktion der Apoptose. Die Rekrutierung von
pro-apoptotischen Effektormolekiilen an das Aktin-Zytoskelett dhnelt stark der Par-4/DIk-
vermittelten Apoptose, da auch hier die Kolokalisation von Amida und Par-4 an den
Spannungsfasern zur Induktion der Apoptose und zu einer verstarkten MLC-
Phosphorylierung an der AS Sering flhrt (Boosen et al., 2005).

1.3.3 DasThioredoxin-dhnliche Protein EFP1

Das humane EFP1 (EF-hand binding protein 1)-Protein wurde urspriinglich als
Interaktionspartner von Duox (dual oxidase) identifiziert, einem Protein, das an der H,0,-
Produktion in der Schilddrise beteiligt ist. Die Funktion von EFP1 konnte in diesem
Zusammenhang allerdings nicht aufgeklart werden. Es wird jedoch vermutet, dass das EFP1-
Protein als Chaperon oder als Mitglied der PDI (protein disulfide isomerase)-Familie an der
korrekten Faltung der Duox-Proteine im ER beteiligt sein kénnte (Wang et al., 2005). In
unserer Arbeitsgruppe wurde das Ratten-Ortholog von EFP1 bei der Suche nach neuen
Interaktionspartnern des Par-4-Proteins identifiziert (Dissertation Boosen, 2007). Das EFP1-
Protein der Ratte besteht aus 947 AS und hat eine molekulare Masse von 110 kDa. Anhand
von computergestitzten Sequenzanalysen konnte Ansgar Koplin im Rahmen seiner
Diplomarbeit (2004) zeigen, dass das Protein im N-Terminus eine ER-Signalsequenz enthalt
(AS 54-83), das fur die Translokation des EFP1-Proteins in das ER-Lumen verantwortlich ist.
Des Weiteren beinhaltet das Protein zwei potentielle Thioredoxin-Domanen (THX;, AS 104-
207; THX,, AS 659-764), von denen aber nur die C-terminal gelegene THX,-Domane Uber
ein charakteristisches CXXC-Motiv eines katalytischen Zentrums verfligt. Mit einem Insulin-
Disulfid-Reduktionstest konnte eine schwache enzymatische Reduktase-Aktivitat fir das
EFP1-Protein nachgewiesen werden. Des Weiteren befindet sich im C-Terminus des Proteins
eine Arginin-reiche Sequenz (AS 814-850), ein Leucin-Zipper-Motiv (AS 834-855) sowie
eine potentielle Kernlokalisationssequenz (AS 849-865). Weiterhin konnten anhand der
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computergestiitzten Analysen mehrere potentielle PKC-Phosphorylierungsstellen und N-
Glykosylierungsstellen identifiziert werden (Diplomarbeit Koplin, 2004). In der Abb. 5 ist das
EFP1-Protein der Ratte schematisch dargestellt.

Abb. 5: Schematische Dar stellung des EFP1-Proteins aus der Ratte. Das EFP1-Protein umfasst 947 AS. Im
N-Terminus befindet sich eine ER-Signalsequenz (ER, AS 54-83), die das Protein kotranslational in das ER-
Lumen dirigiert. Des Weiteren besitzt das Protein zwei potentielle Thioredoxindoméanen (THX;, AS 104-207
und THX,, AS 659-764), wobei nur die C-terminal gelegene Thioredoxindoméne uber das charakteristische
CXXC-Motiv eines katalytischen Zentrums verfligt. Im C-Terminus befindet sich eine Arginin-reiche Doméne
(Arg, AS 814-850), die mit dem potentiellen Leucin-Zipper (LZ, AS 834-855) Uiberlappt. Zusétzlich enthélt das
Protein eine potentielle Kernlokalisationssequenz (NLS, AS 849-865).

Das 3,4 kb groRe EFP1-Transkript wird ubiquitdr exprimiert, jedoch konnte eine verstarkte
Expression in der Leber nachgewiesen werden (Diplomarbeit Maertens, 2003). Diese Daten
stimmen gut mit den Daten von Wang et al. (2005) Uberein, die gezeigt haben, dass das
humane Ortholog in allen untersuchten Geweben detektiert werden konnte. Eine besonders
starke Expression wurde dabei im Prostatagewebe und in der Schilddriise gefunden.
Ektopisch exprimiertes EFP1 weist sowohl in Ratten-Fibroblasten als auch in Hamster-
Fibroblasten eine eindeutige Lokalisation im ER auf, was anhand von
immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen durch die Kolokalisation von EFP1 mit dem
ER-stdndigen Protein PDI nachgewiesen werden konnte (Diplomarbeit Koplin, 2004). Auch
fiir das ektopisch exprimierte humane EFP1-Ortholog konnte eine Lokalisation im ER von
Hamster-Fibroblasten festgestellt werden (Wang et al., 2005).

1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte
untersucht werden, inwieweit sich eine Herunterregulation der Par-4-Expression mittels
siRNA bzw. durch den Einsatz dominant-negativer Par-4-Mutanten auf das pro-apoptotische
Potential des Par-4-Proteins und auf die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose auswirkt. Da in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass die Par-4-Expression in Tumorzellinien des
zentralen Nervensystems herunterreguliert ist, sollte des Weiteren untersucht werden, ob die
Expression von Par-4 und seiner Interaktionspartner Amida, DIk und EFP1 in primérem
Tumorgewebe des Gehirns durch DNA-Methylierung stillgelegt wird. Im zweiten Teil der
Arbeit sollte der neue Par-4-Interaktionspartner EFP1 eingehender charakterisiert und der
Einfluss von EFP1 auf die pro-apoptotische Funktion von Par-4 analysiert werden.
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2. MATERIAL

21 CHEMIKALIEN UND ENZYME

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen AppliChem, Merck,
Roth und Sigma bezogen. Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs, Invitrogen,
La Roche, Qiagen und PeqlLab bezogen. Die Zellkulturmedien stammten von der Firma
Sigma, Plastikmaterial von der Firma Sarstedt. Die Nitrozellulose-Membran fir die Western
Blot-Technik wurde von der Firma Machery & Nagel und von der Firma Amersham Buchler

bezogen.

22 ALLGEMEINE STAMMLOSUNGEN UND PUFFER

Nachfolgend aufgefuhrte Puffer und Losungen wurden fur allgemeine Arbeiten verwendet.

PBS' (pH 7,2) 8,06 MM  Na,HPO,

1,5mM KH,PO,4

138 mM NaCl

2,7 mM KCI

0,9 mM CaCl,

0,5 mM MgCl,
PBS (pH 7,2) wie PBS”, aber ohne CaCl, und MgCl,
TBS (10x) (pH 7.5) 15M NaCl

100 mM Tris

MOPS (10x) (pH 7,0) 200 mM MOPS
50 mM Natrium-Acetat
10 mM EDTA

DNA/RNA-L adepuffer (6x) 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanolblau
15 % (w/v)  Ficoll 400
30 % (viv)  Glyzerin

50 mM EDTA
TAE Puffer (50x) (pH7,9) 2M Tris

0,83 M Borsaure

10 mM EDTA

Tris-Puffer (1x) 10 mM Tris/HCI pH 8,0
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TE-Puffer (1x)

TE Puffer fir RNA (1x)

RNase-freles Wasser

TBE Puffer (10x) (pH 8,5)

Protein-Probenpuffer (5x)

NEM

SDS-Elektrophoresepuffer

Phosphatlysispuffer (PLP)

10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA
10 mM Tris/HCI pH 7,4
0,5 mM EDTA

1 1 HyOpigest mit 1 ml DMDC (> 98 %) versetzen,
UN bei RT inkubieren

1M Tris
0,83 M Borsaure
10 mM EDTA

625 mM Tris/HCI pH 6,8
100 mM DTT
16,5 % (w/v) SDS

25 mg/ml NEM

33 % (v/v)  Glyzerin, gesattigt mit Bromphenolblau (0,1 %

(Wiv))
0,19 M Glycin
25 mM Tris
0,5mM SDS
20 mM NaPO, pH 8,0
140 mM NacCl
3mM MgCl,
0,5% (v/iv) NP-40
1mM DTT

Alle Lésungen wurden in zweifach deionisiertem Wasser (H2Opiqest) angesetzt und bis auf den

Ladepuffer fir 20 Minuten bzw. fur 1 h fir RNA-Arbeiten bei 121 °C autoklaviert.

23 KULTURVON BAKTERIEN

2.3.1 Bakterienstamme

Alle Bakterienstamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind K12-Derivate von E. coli

und sind nachfolgend unter Angabe von Genotyp und Referenz aufgefiihrt:

DH5a. F, hsdR17 (rk’, mk’), lambda’, supE44, endAl, thil, gyrA96.relAl
(Hanahan, 1983)
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Topl0 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
(Invitrogen)

K12 ER2925 ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6
hisG4 rfbD1 R(zgbh210::Tn10)TetS endAl rpsL136 dam13::Tn9 xylA-5
mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2
(New England Biolabs)

2.3.2 Medien fur die Bakterienkultur

Fur die Kultivierung von E. coli-Zellen wurden die unten aufgefiihrten Medien verwendet.

LB-Medium (pH 7,4) 10 g Bacto-Trypton
(ad 1 I H2Opigest) 5 g Hefe-Extrakt
5 g NaCl
LB-Agar (pH 7,4) 32 g LB-Agar (Invitrogen)

(ad 1 I H2Opigest)

dYT-Medium (pH 7,0) 10 g Hefe-Extrakt
(ad 1 I H2Opigest) 16 g Trypton

5 g NaCl
YB-Medium (pH 7,0) dYT-Medium

+ 10 mM KCI

+ 20 mM MgSO4

Die Medien wurden fur 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Hitzelabile
Zusatze und Selektionsantibiotika wurden sterilfiltriert und erst nach dem Abkiihlen des

Mediums oder des Agars auf 60 °C hinzugeflgt.

Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml in HyOpigest 100 pg/ml
Kanamycin 10 mg/ml in H2Opigest 50 pg/ml
X-Gal 40 mg/ml in DMF 80 pg/ml

24 KULTUR VON SAUGERZELLEN
24.1 Zdlinien

In dieser Arbeit wurden verschiedene Fibroblasten-Zellinien sowie Tumorzellinien
unterschiedlicher Herkunft kultiviert. Die Zellinien sind nachfolgend unter Angabe ihrer
histologischen Herkunft und ihrer Spezies aufgelistet:
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Zdlinie Spezies Histologische Her kunft
Al172 Mensch Malignes Gliom
CHO-K1 Hamster Ovar

DU-145 Mensch Prostatakarzinom
D283 Mensch Medulloblastom

D425 Mensch Medulloblastom

Daoy Mensch Medulloblastom

HelLa Mensch Zervixkarzinom
H1299 Mensch Osteosarkom

LN229 Mensch Malignes Gliom
LN319 Mensch Malignes Gliom
LN428 Mensch Malignes Gliom
MCF-7 Mensch Adenokarzinom, Brust
Med8A Mensch Medulloblastom
Molt-4 Mensch Leukamische T-Zellen
NIH-3T3 Maus Fibroblast, embryonal
N2A Maus Neuroblastom

PC-3 Mensch Prostatakarzinom
REF52.2 Ratte Fibroblasten

Saos-2 Mensch Osteosarkom
SH-SY5Y Mensch Neuroblastom
ug7-MG Mensch Malignes Gliom
Ul178-MG Mensch Malignes Gliom
U251-MG Mensch Malignes Gliom
U373-MG Mensch Glioblastom, Astrozytom, Stufe IlI

24.2 Medien fur die Kultur von Sauger zellen

Die verwendeten Zellkulturlésungen- und Medien wurden von der Firma Sigma bezogen, das

FCS stammt von der Firma Invitrogen. Alle Medien wurden vor Gebrauch mit 1 % Pen/Strep

versetzt. Nachfolgend sind die Kulturbedingungen der verschiedenen Zellinien aufgefihrt:

Zéellinie Zellkulturmedium FCS | Antibiotikum Weitere Zusatze CO,-Gehalt
im Inkubator
Al72 DMEM 10 % 1% - 10 %
CHO-K1 |F-12 Ham 10 % 1% - 5%
C2C12 DMEM 10 % 1% - 10 %
C6 DMEM 10 % 1% - 10 %
DU-145 DMEM 10 % 1% - 10 %
D283 DMEM 10 % 1% - 10 %
E14-2 DMEM 10 % 1% - 10 %
HelLa MEM 10 % 1% 1 % nicht-essentielle AS 5%
2 mM L-Glutamin
H1299 DMEM 10 % 1% - 10 %
MCF-7 RPMI-1640 10 % 1% - 5%
Molt-4 RPMI-1640 20 % 1% - 5%
NIH-3T3 | DMEM high glucose | 10 % 1% - 5%
N2A MEM 10 % 1% 1 % nicht-essentielle AS 5%
2 mM L-Glutamin
PC-3 RPMI-1640 10 % 1% - 5%
REF52.2 |DMEM 10 % 1% - 10 %
Saos-2 DMEM 10 % 1% - 10 %
SH-SY5Y |DMEM 15 % 1% - 10 %
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ug87-MG | DMEM 10% 1% 10%
U1l78-MG |DMEM 10% 1% 10%
U251-MG | DMEM 10% 1% 10%
U373-MG | DMEM 10% 1% 10%
LN229 DMEM high glucose | 10 % - 5%
LN319 DMEM high glucose | 10 % - 5%
LN428 DMEM high glucose | 10 % - 5%
100x Pen/Strep (pH 8,2) 6 g Penicillin
(ad 1 1 H2Opjigest) 10 g Streptomycin

8 g NaCl

0,4 g KCI

Trypsinlosung (pH 7,8)
(ad 1 1 H2Opigest)

0,95 g Glukose
0,35 g NaHCO3

8 g NaCl

0,4 g KCI

0,95 g Glukose

0,35 g NaHCO3

0,2 g EDTA-Na-Salz

16 ml Trypsin (2,5 % w/v in PBS)

24.3 Verwendete Reagenzien fur die Zellkultur

Folgende Reagenzien kamen in der Zellkultur zum Einsatz:

Reagenz Quelle Arbeitskonzentration
lonomycin Calbiochem 10 uM
Tunicamycin Calbiochem 3uM
Thapsigargin Calbiochem 2-4 uM
Brefeldin A Calbiochem 37,5 UM
Cisplatin (Cis-Diamminedichloroplatin (1)) Calbiochem 50 uM
Etoposid Calbiochem 17 uM
Staurosporin Sigma 10-200 nM
Interferon y Sigma 1500 U/ml
H,0, AppliChem 1 mM
C2-Ceramid (N-Acetyl-D-erythro-Sphingosin) Biotrend 50 uM
C8-Ceramid (N-Octanoyl-D-erythro-Sphingosin) | Biotrend 50 uM
DHC (C2-Dihydroceramid) Biotrend 50 uM
5-Aza-2’-deoxycytidin Sigma 2,5-5 uM

25 GENOMISCHE DNA AUSPRIMAREM TUMORGEWEBE

Fur die Methylierungsanalyse des Par-4-Promoters wurde uns freundlicherweise von Prof.

Biittner (Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) genomische DNA aus primérem

Prostatakarzinomgewebe (PCA) verschiedener Patienten zur Verfligung gestellt. Als Referenz

fur die Untersuchungen wurde genomische DNA, die aus dem Gewebe benigner

Prostatahyperplasien (BPH)

isoliert wurde, verwendet.

Die Kontroll-DNA, die aus

peripherem Blut von Patienten mit unterschiedlichem Krankheitsbild gewonnen wurde (REF),
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wurde uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Waha (Institut fir Neuropathologie,

Universitatsklinikum Bonn) zur Verfugung gestellt. Alle verwendeten Proben sind

nachfolgend zusammengefasst:

Probe Spezies Histologische Her kunft
REF 2 Mensch Blutzellen

REF 8 Mensch Blutzellen

REF 12 Mensch Blutzellen

PCA 8 Mensch Prostatakarzinom

PCA 11 Mensch Prostatakarzinom

PCA 12 Mensch Prostatakarzinom

PCA 45 Mensch Prostatakarzinom

BPH 3 Mensch benigne Prostatahyperplasie
BPH 7 Mensch benigne Prostatahyperplasie
BPH 10 Mensch benigne Prostatahyperplasie
BPH 14 Mensch benigne Prostatahyperplasie
BPH 15 Mensch benigne Prostatahyperplasie

Fur die Untersuchung der Promoter-Methylierung des par-4-Gens und des tfpt-Gens wurde

uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Reifenberger (Institut fir Neuropathologie,

Heinrich-Heine Universitat Disseldorf) und von der Arbeitsgruppe von Deimling (Institut fur

Neuropathologie, Ruprecht-Karls Universitat Heidelberg) genomische DNA aus primarem

Gliomgewebe verschiedener Patienten zur Verfligung gestellt. Als Referenz fir diese

Untersuchungen diente genomische DNA, die aus grauer und weiller Substanz des Gehirns

von Epilepsiepatienten isoliert wurde (bezeichnet als NB, normal brain; Institut fur

Neuropathologie, Universitatsklinikum Bonn). Alle verwendeten Proben sind nachfolgend

aufgefihrt:

Probennummer Histologische Herkunft WHO-Grad
158-95 Primares Glioblastom GBMIV
302-95 Primares Glioblastom GBMIV
363-95 Primares Glioblastom GBMIV
836-95 Priméares Glioblastom GBMIV
871-95 Primares Glioblastom GBMIV
881-95 Primares Glioblastom GBMIV
1096-95 Primares Glioblastom GBMIV
1107-95 Priméres Glioblastom GBMIV
45-96 Primares Glioblastom GBMIV
281-97 Primares Glioblastom GBMIV
819-99 Priméres Glioblastom GBMIV
655-01 Primares Glioblastom GBMIV
771-02 Primaéres Glioblastom GBMIV
490-03 Primares Glioblastom GBMIV
558-03 Primares Glioblastom GBMIV
1037-03 Primaéres Glioblastom GBMIV
189-98 Priméares Glioblastom GBMIV
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379-99
380-99
409-99
126-01
568-01
832-01
1265-02
785-02
416-03
497-03
1139-03
1248-03
1271-03
1290-03
0002-04
0154-04
0264-04
0374-04
0458-04
0547-04
611-04
740-04
896-04
1235-01
934-96
201-98
54-91
375-01
445-96
1340-98
644-00
689-01
1246-02
706-02
1071-03
505-89
862-89
76-92
1113-93
503-96
303-89
523-92
H492-94
537-94
18-96
1150-96
96-98
H542-98
198-01
365-02
143(K)
630(K)
752(K)
15-88
H71-95
1107-97

Primares Glioblastom

Priméares Glioblastom

Primares Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméares Glioblastom

Priméares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Priméares Glioblastom

Primares Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Priméres Glioblastom

Primares Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Priméres Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Primares Glioblastom

Priméares Glioblastom

Priméares Glioblastom

Priméres Glioblastom

Glioblastom, Langzeitiberleber

Glioblastom, Langzeitiiberleber

Glioblastom, Langzeitiiberleber

Glioblastom, Langzeitiiberleber

Primares Glioblastom mit sarkomatdser Komponente
Primares Glioblastom mit sarkomatdser Komponente
Priméres Glioblastom mit sarkomatéser Komponente
Primares Glioblastom mit sarkomatdser Komponente
Primares Glioblastom mit sarkomatéser Komponente
Primares Glioblastom mit oligodendroglialer Komponente
Primares Glioblastom mit oligodendroglialer Komponente
Riesenzellglioblastom

Riesenzellglioblastom

Riesenzellglioblastom

Riesenzellglioblastom

Riesenzellglioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Sekundares Glioblastom

Anaplastisches Astrozytom

Anaplastisches Astrozytom

Anaplastisches Astrozytom

GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
GBMIV
AAIII

AAIII

AAIII
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818-98
1205-99
202-00
811-01
895-96
570-98
1278-94
282-95
1220-95
87-96
1238-96
981-00
1041-01
403-04

Anaplastisches Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom
Astrozytom

2.6 PLASMIDE

Folgende Klonierungs- und Expressionsvektoren wurden in dieser Arbeit verwendet:

pCMV-Tag-2A,B,C

pEGFP-C1

PEGFP-N1

pSUPER.neo+gfp

pCR 2.1-TOPO

pPEGFP-N1-Par-4

pEG FP-N1-Par 4ANg6.33,

pCMV-Tagz2B-Par-4 Expression von FLAG-Par-4 (Diplomarbeit Boosen, 2001)

Epitop (MDYKDDDDK) (Stratagene)

AAIII
AAIII
AAIII
AAIII
AAIII
AAIII
All
All
All
All
All
All
All
All

Eukaryontischer Expressionsvektor mit N-terminalem FLAG-

Eukaryontischer Expressionsvektor mit N-terminalem GFP

(Clontech)

Eukaryontischer Expressionsvektor mit C-terminalem GFP

(Clontech)

Eukaryontischer siRNA-Expressionsvektor mit H1-Promoter

(OligoEngine)

linearisierter prokaryontischer Klonierungsvektor, besitzt am

5’ und am 3’ Ende A-Uberhange, die eine direkte Ligation von

PCR-Produkten mit T-Uberhingen ermoglicht (Invitrogen)

Expression von Par-4-GFP (Diplomarbeit Boosen, 2001)

2003)

Expression von Par-4-ANage.332-GFP (Dissertation Vetterkind,

pCMV-Tag2B-Par-4-T155A Expression von FLAG-Par-4-T155A (Dissertation Boosen,

pEGFP-C1-Dlk
pGEM-T Easy-Cx

pPpGEM-T Easy-DIk

2007)
Expression von DIk-GFP (Kdgel et al., 1999)

RNA-Expressionsplasmid fir murines Connexin 47 (Disser-

tation Odermatt, 2004)

RNA-Expressionsplasmid fir DIk der Ratte (Diplomarbeit

Keller, 2003)
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pCMV-Tag2B-EFP1
pEGFP-N1-EFP1
pPEGFP-N1-Par-4/p33

pHCRFP-N1/1-Par-4/p38

2.7

Expression von FLAG-EFP1 (Diplomarbeit Koplin, 2004)

Expression von EFP1-GFP (Diplomarbeit Koplin, 2004)

Expression von Par-4/p33-GFP (Wang et al., 2006)

OLIGONUKLEOTIDE

Expression von Par-4/p38-RFP (Wang et al., 2006)

Die verwendeten Oligonukleotide wurden entweder von der Firma MWG Biotech oder von

der Firma Invitrogen synthetisiert. Nachfolgend sind alle Sequenzen der Oligonukleotide, die

fir die Klonierungs- bzw. Mutagenese-Experimente eingesetzt wurden, mit Angabe ihrer

Schmelztemperatur (Ty) und ihrer Position aufgefihrt.

Oligonukleotid Sequenz (5 =3') Position Tm [°C]
5’ Par4-193-EcoRl GGAATTCGCCACCATGGATCCAGCCGCC 120-132 60
Par4 Agel reverse CCACCGGTCCCCTTGTCAGCTGCC 996-983 60
5" PAR4 DASH EcoRIl |CGGAATTCTGGGAACATGGCGACC (-9)-9 57
3’ Par4-771-Agel CCACCGGTGGATATCTGCC 701-694 57
3’ Par4-870-Agel CCACCGGTAGATCTTCAAT 800-790 57
5’Par4-mut-T164 AAGCGCCGCTCCGCTGGCGTGGTCAAC 451-477 50
Par-4-795-775reverse | GAAGCCACTTCTATCTGTTCG 703-723 50
PARA4-bs-f1 TTTAGTTATTTTTTGAATTATTAT (-1276)-(-1253) 54
PARA4-bs-r1 ACATTCCTAAACTAACAA (-1055)-(-1072) 54
Par4-bs-f1-M13 CACGACGTTGTAAAACGACTTTAGTTAT (-1276)-(-1253) 50

TTTTTGAATTATTAT
Par4-bs-r4-M13 GGATAACAATTTCACACAGGCTACAAC (-958)-(-972) 50

CTACCCTA
5’ siKawSuper GATCCCCGATGCAATTACACAACAGATT 577-595 -

CAAGAGATCTGTTGTGTAATTGCATCTTT

TTA
3’ sikKawSuper AGCTTAAAAAGATGCAATTACACAACAG 595-577 -

ATCTCTTGAATCTGTTGTGTAATTGCATC

GGG
5 K53NT/Hind CCCAAGCTTATGTCGGAATGCGGA 1-15 65
3’ KE3mutATG CTGGCGCGCACTAAGCGAGGC 171-151 65
5 KE3mutATG GCCTCGCTTAGTGCGCGCCAG 151-171 65
3’ Klon53hScal GAAGGTCAAGTATCCAGGAGGCTGG 750-726 65
5'EFP1 Scal AAAAGTACTCGGCTACTTCGAATTCAG 694-716 53/56
3' EFP1 Asn295Ser CAAGTGATGTGGAGAAATGTCTATG 895-871 53
5'EFP1 Asn295Ser CATAGACATTTCTCCACATCACTTG 871-895 53
3' EFP1 Xbal AATAAAAGACTCTAGAGTGAGCTTCACG 1896-1869 53/53
3' EFP1 Asn443Ser CACTGACTGGGAGACACACAGCTC 1338-1315 56
5'EFP1 Asn443Ser AGCTGTGTGTCTCCCAGTCAGTGG 1316-1339 56
5’Klon53Q2 CCCCATGAGTGCTGTTTACATT 582-603 55
3’Klon53Q2 CGTACTGTTCCTAGGTAATC 800-781 55
TCF3-cDNA-f GAATTGGAGCAGAGAGAAGG 4-23 50
TCF3-cDNA-r TGCGATTTAATTCCCGCTGG 238-219 50
TFPT-bs-3f AGATTTTTGGGTAAATAGGTTGTAA (-1263)-(-1239) 56
TFPT-bs-2r CCTCCCAAAATACTATAATTACAAA (-886)-(-910) 56
ZIPK-cDNA-f GGTGTCATCACCTATATCCTCC 610-631 54
ZIPK-cDNA-r GGGCAATGGTCATTCTCCGC 802-782 54
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huZIP-bs-f TTGGAGGGTTGGGTGGGGTT (-1262)-(-1243) 56
huZIP-bs-r AACCTTACCCATCCCTAAAA (-1001)-(-1082) 56
ZIPK-bs-f3 TTAGGGTTTATTTTAGGAGTTGTT (-1795)-(-1772) 54
ZIPK-bs-r3b AATACAACCTCACCACTAACTA (-1511)-(-1535) 54
B-Aktin-USP CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAG 182-203 60
B-Aktin-DSP TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG 424-403 60
ratGAPDH-for AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 884-861 50
ratGAPDH-rev CGGTGTGAACGGATTTGGCCGTAT 1167-1144 50
B2-MG-for TGTCTTTCAGCAAGGACTGG 221-240 57
B2-MG-rev GATGCTGCTTACATGTCTCG 349-368 57
BiP-FORMO/HU GAAAGGATGGTTAATGATGCTGAG 1618-1641 55
BiP-REVRAT/MO GTCTTCAATGTCCGCATCCTG 1828-1848 55
921 M13r CAGGAAACAGCTATGAC - 55
920 M13s TTGGGTAACGCCAGGGT - 55

2.8 FLUORESZENSMARKIERTE siRNA-MOLEKULE

Fur die Ausschaltung von endogenem Par-4 in der Zellkultur wurden synthetisch hergestellte

siRNA-Molekile von der Firma Dharmacon verwendet. Diese trugen in ihrem 3’-Bereich 2 nt

lange Uridin-Uberhange und waren in ihrem 5’-Bereich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3

markiert. Anhand der Markierung konnten transfizierte Zellen mikroskopisch identifiziert

werden. Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 keinen
Einfluss auf die Aktivitat der siRNA auslbt (Dunne et al., 2003). Da die Molekiile bereits
hybridisiert vorlagen, wurden sie nur in siRNA Universal Buffer (Dharmacon) geldst. Die

Sequenz flr die sSiRNA gegen humanes Par-4 wurde aus der Veroffentlichung von Kawai et

al. (2003) ubernommen. Fiur das Ratten-Ortholog von Par-4 wurde die gleiche Sequenz

ausgewadhlt, diese allerdings an die Ratten-Sequenz angepasst, die sich in mehreren Basen von

dem humanen Ortholog unterschied.

SIRNA-Molekil gegen das humane Par-4, hybridisiert

5 Cy3-GAUGCAAUUACACAACAGA-UU ¥
3" UU-CUACGUUAAUGUGUUGUCU-Cy3 5’

SIRNA-Molekil gegen Par-4 ausder Ratte, hybridisiert

5 Cy3-GAUGCUAUCACACAGCAGAUU-UU 3’
3" UU-CUACGAUAGUGUGUCGUCU-Cy3 5’

29 ANTIKORPER

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikoérper sind neben ihrer Bezugsquelle nachfolgend

aufgefiihrt. Die verwendeten Verdinnungen fur Immunfluoreszenz (IF)- und Western Blot

(WB)-Analysen sind angegeben. Fir die Immunprézipitation (IP)

Gesamtprotein eingesetzte Antikorpermenge aufgefuhrt.

ist die pro mg
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Erstantikor per Spezies Quelle IF WB IP

anti-FLAG-M2 Maus Stratagene 1:10000 | 1:5000 | 1 pl/mg
(monoklonal)

anti-GFP mono Maus Clontech - 1:2000 -
(monoklonal)

anti-GFP poly (Kaninchen) Clontech - - 0,5 ul/mg
polyklonal

anti-Par-4 Kaninchen Santa Cruz 1:2000 | 1:5000 -
(polyklonal)

anti—cleaved Caspase-3 | Kaninchen New England Biolabs - 1:1000 -
(monoklonal)

anti—phospho-MLC 2 Kaninchen New England Biolabs - 1:1000 -
(polyklonal)

anti-a-Tubulin Maus Sigma - 1:7500 -
(monoklonal)

anti-ZIPK Kaninchen Calbiochem - 1:2000 -
(polyklonal)

Zweitantik or per Spezies Quelle IF WB

anti-Maus-HRP Ratte Nordic - 1:5000

anti-Kaninchen-HRP Ziege Nordic - 1:10000

anti-Maus-Cy3 Ziege Dianova 1:2000 -

anti-Kaninchen-Cy3 Ziege Dianova 1:2000 -

anti-Kaninchen-Alexa 488 | Ziege Molecular Probes 1:2000 -
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3. METHODEN

31 ALLGEMEINE MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.1.1 Préparation von Nukleinsduren

3.1.1.1 Isolierungvon Plasmid-DNA aus E.coli nach Birnboim & Doly

Zur Préparation von Plasmid-DNA in geringem Malstab (10 pg) wurde die Methode nach
Birnboim & Doly (1979, modifiziert) angewandt. Es wurden 1 ml LB-Medium mit
entsprechendem  Selektionsantibiotikum in ein ReaktionsgefaR geftllt, mit einer
transformierten E.coli-Einzelkolonie angeimpft und UN bei 37 °C im Schdttler inkubiert. Zur
Sicherung der Klone wurde die gleiche Bakterienkolonie parallel auf eine LB-Agarplatte mit
entsprechendem Selektionsmedium ausgestrichen und ebenfalls iN bei 37 °C inkubiert. Die
Bakterienkultur wurde 1 Min bei 16000 x g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 100 pl Lésung 1 (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8,0)
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung 2 (1 % SDS (w/v), 0,2 M NaOH) wurde das
Reaktionsgefal mehrmals invertiert und der Ansatz fir 5 Min bei RT inkubiert. Unter diesen
alkalischen Bedingungen werden die Zellen lysiert und die DNA sowie die Proteine
denaturiert. Durch Zugabe von 150 pl Lésung 3 (3M KAc, pH 5,5) und sofortiges Invertieren
wird eine Neutralisation der Losung erreicht, so dass die DNA wéhrend der folgenden 5 Min
Inkubationszeit auf Eis wieder renaturieren kann. AnschlieBend wurden die denaturierten
Proteine sowie die genomische DNA fir 10 Min bei 16000 x g abzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iberfilhrt. Dem Uberstand wurde zur Fallung der
Plasmid-DNA das 0,7 fache des Volumens Isopropanol abs. zugegeben und fir 10 Min bei
RT inkubiert. Die geféllte DNA wurde anschlieend 10 Min bei 4 °C abzentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das DNA-Pellet in eiskaltem 70 %-igen Ethanol gewaschen. Die

gereinigte DNA wurde bei 55 °C getrocknet und in 1x TE-Puffer gelost.

3.1.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli durch Affinitatschromatographie

Um Plasmid-DNA in groRen Mengen (200-300 pg) und mit hohem Reinheitsgrad zu
isolieren, wurde das Jetstar Plasmid DNA Purification Kit (Genomed) verwendet. 25 ml LB-
Medium wurden mit einer transformierten E.coli-Einzelkolonie angeimpft und UGN bei 37 °C
im Schdttler inkubiert. Die Bakterienkultur wurde 10 Min bei 3500 x g bei RT abzentrifugiert.
Resuspension, Lyse und Proteinfallung erfolgten nach Angaben des Herstellers mit den
Losungen des Kits. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der
Affinitatschromatographie tber Silikat-Saulen. Die von den Saulen eluierte DNA wurde mit
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0,7 Volumen Isopropanol abs. gefallt und durch Zentrifugation (30 Min 25000 x g, 4 °C)
pelletiert. Nach einem Waschschritt mit eiskaltem 70 %-igen Ethanol und 10 mindtiger
Zentrifugation wie oben wurde die DNA getrocknet und in 200-300 ul 1x TE-Puffer

aufgenommen.

3.1.1.3 Préaparation von Gesamt-RNA mit TRIzol aus Sduger zellen

Die Praparation der RNA aus Saugerzellen wurde mit TRIzol (Invitrogen) durchgefiihrt. Dazu
wurde eine konfluent bewachsene groRe Zellkulturschale (LP, 10 cm Durchmesser) 3x mit
eiskaltem PBS" gewaschen, die Zellen mit 1 ml TRIzol auf der LP fiir 5 Min bei RT lysiert,
mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein Reaktionsgefal? Gberfiihrt. Alternativ wurden
bereits abgel6ste Zellen im Medium von der Platte geschabt, 3 Min bei 150 x g sedimentiert
und 3x mit eiskaltem PBS" gewaschen. Die Lyse mit 1 ml TRIzol erfolgte bei diesem
Vorgehen im ReaktionsgefaR. Die Extraktion von Proteinen und genomischer DNA erfolgte
durch Zugabe von 200 pul Chloroform, grundliches Mischen und nachfolgender
Phasentrennung durch 3 minttige Inkubation bei RT und 5 minttiger Zentrifugation bei
16000 x g. Die obere, wassrige Phase wurde zur Féallung der RNA mit 500 ul Isopropanol
versetzt und 10 Min bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit
eiskaltem 70 %-igem Ethanol und Zentrifugation (10 Min 9000 x g, 4 °C) wurde die RNA
leicht angetrocknet und bei 65 °C in RNase-freiem H,Opigest gelost. Als Qualitatskontrolle der
isolierten RNA wurde 1 pl auf ein Agarosegel aufgetragen und kontrolliert, ob die 28S und
18S RNA als Hauptbande auftraten. Um auszuschlieRen, dass auch genomische DNA isoliert
wurde, wurde mit Hilfe der aus der RNA hergestellten cDNA eine Aktin-PCR durchgefihrt
(siehe Punkt 3.1.7).

3.1.1.4 Praparation von genomischer DNA aus Sauger zellen

Um genomische DNA aus S&ugerzellen zu préaparieren, wurden 4 konfluent bewachsene
Zellkulturschalen (LPs) 2x mit PBS" gewaschen, die Zellen mit einem Gummischaber
abgeschabt, in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und bei 150 x g (5 Min bei RT)
sedimentiert. Flr die Prdparation von genomischer DNA aus Suspensionszellen wurden
Zellen aus einer 75 cm? Zellkulturflasche verwendet. Die Zellen wurden zusammen mit dem
Medium in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt, bei 150 x g (5 Min bei RT) sedimentiert
und das Zellpellet 2x mit PBS* gewaschen. Die Lyse der pelletierten Zellen erfolgte in 10 ml
eiskaltem Lysis-Puffer (155 mM NH,CI, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) fir 15 Min
auf Eis. Die Zellkerne wurden durch eine 20 minutige Zentrifugation bei 150 x g und 4 °C
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sedimentiert und mit 3 ml Kern-Lysis-Puffer (10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA,
pH 8,2) gewaschen. AnschlieBend erfolgte der Aufschluss der Zellkerne und die
proteolytische Spaltung der Proteine durch die Zugabe von 3,4 ml Kern-Lysis-Puffer, 220 pl
10 %-iger SDS-L6sung und 555 ul Proteinase K-Losung (1 % (w/v) SDS, 2 mM EDTA, 3
mg/ml Proteinase K) und Inkubation bei 37 °C UGN in einem Drehinkubator. Am n&chsten Tag
wurden die Proteinfragmente unter Zugabe von 1,1 ml gesattigter NaCl-Lésung und starkem
Schitteln fiir 15 s denaturiert und bei 3500 x g fur 30 Min abzentrifugiert. Durch die Zugabe
von 5 ml Isopropanol abs. wurde die genomische DNA aus dem Uberstand gefallt (,,DNA-
Flocke®). Die gefallte genomische DNA wurde mit Hilfe einer gebogenen Glas-Pasteurpipette
aus der Losung gefischt, in 1 ml eiskalten 70 %-igen Ethanol Uberfiihrt und gewaschen. Das
DNA-Pellet wurde nach kurzer Trocknung an der Luft in 100-200 pl 1x TE-Puffer oder
H2Obidest gelOst und bei 4 °C gelagert.

3.1.2 Enzymatische Behandlung von DNA

3.1.2.1 Enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die Spaltung von DNA wurden Restriktionsendonukleasen des Typs Il verwendet, die
kurze palindromische Sequenzen erkennen. Innerhalb dieser Sequenz katalysieren sie die
Hydrolyse einer Phosphodiesterbindung in jedem DNA-Strang, so dass DNA-Fragmente mit
glatten oder mit berh&dngenden Enden entstehen (Sambrook et al., 1989). Fir den
Restriktionsverdau wurde 1 U Enzym/ug DNA in einem Ansatzvolumen von 10-50 pl
eingesetzt und im mitgelieferten Puffersystem und bei der fir das Enzym optimalen
Temperatur inkubiert.

3.1.2.2 Gléatten von DNA-Fragmenten mit 5’ -Uberhéangen

Mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase konnen (berhdngende Enden von DNA-Fragmenten
geglattet werden. Das Enzym ist durch die Wahl entsprechender Reaktionsbedingungen in der
Lage, sowohl 5’-Uberhange aufzufiillen wie auch 3’-Uberhange abzuspalten. In dieser Arbeit
wurde die T4-DNA-Polymerase nur zum Glatten von 5’-Uberhingen eingesetzt. Zu diesem
Zweck wurden 1 pg DNA zusammen mit 100 uM dNTPs, 50 pg/ml BSA und 1x T4-DNA-
Polymerase-Puffer fur 5 Min bei 37 °C vorinkubiert und anschlieBend 1U T4-DNA-
Polymerase zugegeben. Nach einer 20 minditigen Inkubation bei 12 °C wurde das Enzym fir
15 Min bei 75 °C hitzeinaktiviert.

3.1.2.3 Dephosphorylierung von DNA
Um eine Religation eines zuvor durch Restriktionsendonukleasen gespaltenen Vektors zu

verhindern, sollten die Phosphatreste am 5’-Ende linearisierter DNA vor der Ligation entfernt
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werden. Dazu wurde die antarktische Phosphatase verwendet. Die Reaktion erfolgte unter
Zugabe von 1 U Enzym/pg DNA fiir 15 Min bei 37 °C fir 5’-Uberhange oder glatte Enden
oder fir 1 h bei 3’-Uberhdngen. AnschlieBend wurde das Enzym fir 5 Min bei 65 °C

inaktiviert.

3.1.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Veresterung einer endstdndigen 5‘-Phosphorylgruppe mit
einer endstandigen 3‘-Hydroxylgruppe, so dass DNA-Fragmente kovalent miteinander
verknlpft werden. Diese Technik erlaubt die Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide.
Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 pl, in dem das zu inserierende DNA-
Fragment und das Plasmid in einem molaren Verhéltnis von 3:1 und in einer Gesamtmenge
von maximal 100 ng DNA zusammen mit 0,5 U T4-DNA-Ligase (Promega) entweder (N bei
16 °C oder 1 h bei RT inkubiert wurden. AnschlieBend wurde der gesamte Ligationsansatz fur

die Transformation in Bakterien verwendet.

3.1.3 Transformation von Bakterien

3.1.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien nach Hanahan (1983)

Fur die Herstellung kompetenter Bakterien wurden 50 ml vorgewarmtes YB-Medium mit 50-
100 pl einer GN-Vorkultur angeimpft und im Schittler bei 37 °C bis zu einer ODggo Von 0,5-
0,6 kultiviert. Die Bakteriensuspension wurde 10 Min auf Eis abgekiihlt und anschliefend 10
Min bei 2800 x g und 4 °C abzentrifugiert. Nach der Dekantierung des Uberstandes wurde das
Bakterienpellet in 10 ml eiskaltem TFB | resuspendiert und fur 10 Min auf Eis inkubiert. Die
Suspension wurde anschlieend wie oben abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 2 ml
eiskalter TFB 11-L6sung resuspendiert. Die kompetenten Bakterien wurden zu je 100 ul in
Reaktionsgefale aliquotiert, im Ethanol-Trockeneisbad oder in flussigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

TFB-Puffer | TFB-Puffer 11
30 mM NaAc oder KAc pH 6,0 10 mM MOPS pH 7,0
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,
100 mM NaCl 10 mM NaCl
10 mM CaCl, 15 % (v/v) Glyzerin

15 % (viv) Glyzerin
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3.1.3.2 Transformation von Bakterien nach Hanahan (1983)

Zur Transformation wurden 100 ul kompetente Bakterien langsam auf Eis aufgetaut und
vorsichtig mit der zu transformierenden DNA (1 ng Plasmid-DNA oder 10 pl mit 100 ng
Ligationsansatz) vermischt. Nach einer 30 minutigen Inkubationszeit auf Eis wurden die
Bakterien einem Hitzeschock fiir 75 s bei 42 °C unterzogen und sofort wieder 2 Min auf Eis
abgekihlt. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz mit 900 pl LB-Medium versetzt
und fir 30-60 Min bei 37 °C im Schttler inkubiert. Die Inkubationszeit ermdglicht den
transformierten Bakterien die Expression des Antibiotika-Resistenzgens. Anschliel}end
wurden die Bakterien sedimentiert, der Uberstand bis auf ca. 100 pl dekantiert und das
Zellpellet im verbleibenden Medium resuspendiert. Der Ansatz wurde nun auf Antibiotika-
haltige LB-Agarplatten ausgestrichen und UN bei 37 °C inkubiert. Zur langfristigen
Aufbewahrung wurde die Bakterienkultur mit Glyzerin (Endkonzentration 15 % (v/v))

versetzt und bei —80 °C gelagert.

3.1.4 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

3.1.4.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA in Agarosegelen

Da sowohl DNA als auch RNA eine negative Ladung aufweisen, kénnen sie in einem
elektrischen Feld anhand ihrer Fragmentlange aufgetrennt werden. Je nach Fragmentlange der
DNA und RNA wurden Agarosegele von 0,8-4 % (w/v) in TAE-Puffer verwendet. Zur
Visualisierung der DNA-und RNA-Fragmente wurde dem Agarosegel der Fluoreszenz-
farbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,4 pg/ml zugegeben. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen zwei benachbarten Basenpaaren der DNA und wird
mit Hilfe eines UV-Transilluminators (Image Master VDS Pharmacia) angeregt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 10-15 V/cm Lauffront in TAE-Puffer. Als GroRRenstandard bei der
DNA- oder RNA-Auftrennung wurden die 100 bp DNA-Leiter und die 1 kb DNA-Leiter von
Peglab, die 50 bp DNA-Leiter von Fermentas oder der PUC19-Standard der Firma Fermentas
verwendet. Um die Intensitdt von DNA-Banden im Agarosegel zu quantifizieren, wurden die
entsprechenden Agarosegele mit Hilfe eines Computerprogramms digitalisiert. AnschlieRend
wurde die Intensitét jeder einzelnen DNA-Bande mit dem Programm ImageMaster TotallLab
v2.01 ermittelt.

3.1.4.2 Geleektrophoretische Auftrennung von sRNA-Molekilen
Die gelelektrophoretische Auftrennung und Aufreinigung der ca. 21-23 bp langen siRNA-
Molekiile (siehe 3.6) erfolgte in 12%-igen Polyacrylamidgelen (PAA-Gel). Fir die
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Herstellung des PAA-Gels wurden 8 ml 30% Acrylamid-Bisacrylamid (Verhéltnis von
37,5:1), 2 ml 10x TBE-Puffer, 10 ml H,O, 125 ul APS (10 % (w/v)) und 6 pl TEMED
eingesetzt. Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proben mit 6x Ladepuffer versetzt. Die
Gelelektrophorese wurde in TBE-Puffer bei 125 V fir ca. 1 h durchgefuhrt. Nach Abschluss
der Gelelektrophorese wurde die RNA mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in TBE-Puffer fur 20
Min angefarbt. Die Detektion der siRNA-Molekule erfolgte unter UV-Licht (UV-Handlampe,

312 nm). Als GroRenstandard wurde die 50 bp DNA-Leiter der Firma Fermentas verwendet.

3.1.5 Reinigung, Konzentrierung und M engenbestimmung von Nukleinsduren
3.1.5.1 Phenol/Chloroform-Aufreinigung von DNA

Fir die Reinigung der DNA von Proteinen wurde die DNA-LAsung mit HyOpigest auf ein
Volumen von 500 pl aufgeftllt, mit 500 ul Phenol/Chloroform (1 Volumenanteil Phenol, 1
Volumenanteil Chloroform/Isoamylalkohol pH 7,5) versetzt und der Ansatz 20 s kraftig
durchmischt. Durch eine Zentrifugation fiir 5 Min bei 16000 x g und 4 °C wurde die wassrige,
DNA-haltige Phase abgetrennt (obere Phase) und in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die
Phase wurde mit 500 pl Chloroform/lsoamylalkohol (24 Volumenanteile Chloroform, 1
Volumenanteil Isoamylalkohol, pH 7,5) versetzt und 20 s kraftig durchmischt. Die DNA-
haltige wassrige Phase wurde durch Zentrifugation wie oben abgetrennt und in ein neues
Reaktionsgefal’ Gberflhrt. Zur F&llung der DNA wurde dem Ansatz das 2 % fache Volumen
Ethanol abs. sowie 2 M Ammoniumacetat zugeftigt. Die DNA wurde bei 16000 x g und 4 °C
fir 20 Min pelletiert und anschlieend mit eiskaltem 70 %-igen Ethanol gewaschen. Das

DNA-Pellet wurde bei 55 °C getrocknet und in 1x Tris-Puffer aufgenommen.

3.1.5.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agar osegelen

Die Aufreinigung und Isolierung der entsprechenden DNA-Fragmente aus préparativen
Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Anweisung
des Herstellers. Die DNA wurde in 10-30 pl 1x Tris-Puffer aufgenommen.

3.1.5.3 Natriumacetat-Fallung von Nukleinsduren

Zur Féllung von Nukleinsauren wurde die Methode nach Sambrook et al. (1989) angewandt.
Die DNA- oder RNA-L6sung wurde mit 0,1 Volumen 3M NaAc (pH 5,5) und 2 % fachem
Volumen Ethanol abs. fur 30 Min oder (N bei -20 °C gefallt. Anschlielend wurden die
geféallten Nukleinsduren durch Zentrifugation (16000 x g, 10 Min, 4 °C) pelletiert, der
Uberstand verworfen, das DNA/RNA-Pellet in eiskaltem 70 %-igen Ethanol gewaschen und
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die luftgetrocknete DNA/RNA bei RT in einem geeigneten Volumen H;Opigest Oder in

entsprechendem 1x TE-Puffer aufgenommen.

3.1.5.4 Konzentrations- und Reinheitsgradbestimmung von Nukleinsauren

Anhand einer photometrischen Messung kdnnen sowohl die Konzentration wie auch der
Reinheitsgrad einer DNA- sowie einer RNA-L6sung bestimmt werden. Das Absorptions-
maximum dsDNA sowie von RNA liegt bei 260 nm, das Absorptionsmaximum von Proteinen
liegt bei 280 nm. Eine ODyg Einheit ist definitionsgemal? die DNA- oder RNA-Menge, die in
1 ml Wasser gelost, im Spektralphotometer (1 cm Schichtdicke der Kiivette) bei 260 nm einen
Absorptionswert von 1,0 erzeugt. Dabei entspricht eine ODyg ndherungsweise 50 pg dsDNA
bzw. 40 pg RNA (Sambrook et al., 1989). Anhand des Quotienten OD260/OD2gp Wird der
Reinheitsgrad einer DNA-L6sung bestimmt: Bei einer reinen DNA-LGsung liegt der Wert des
Quotienten zwischen 1,8 bis 2. Je kleiner der Wert wird, desto starker ist die Protein-
verunreinigung. Bei einem Quotienten von 1,5 liegen DNA und Protein in einem Verhaltnis
von ca. 1:1 vor. Liegt der Wert Uber 2, so ist die DNA-Probe stark mit RNA kontaminiert.

3.1.6 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)
Das in vitro Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
wurde flr die exponentielle Amplifikation definierter DNA-Abschnitte aus einer geringen
DNA-Ausgangsmenge verwendet. Durch wiederholte Folgen von Denaturierung,
Hybridisierung mit synthetischen Oligonukleotiden und Strang-Synthese mittels einer
hitzestabilen DNA-Polymerase fiihrt die PCR zu einer Amplifikation des gewinschten DNA-
Abschnitts. Fir die PCR-Reaktion wurden synthetische Oligonukleotide verwendet, die Gber
einen Bereich von ca. 10-30 Basen zu den 5°- bzw. 3*-Enden der zu amplifizierenden DNA
homolog sind. Bevorzugt wurde ein DNA-Bereich gewahlt, der einen GC-Gehalt von 40-60
% aufweist. Die Schmelztemperatur Ty der Oligonukleotide l&sst sich nach folgender
vereinfachter Formel berechnen:

Tm =59,9 + (0,41 x GC-Gehalt [%]) — (600/Primer-Lénge [bp]).
Der Bereich der Schmelztemperatur eines Oligonukleotids sollte zwischen 50 °C und 60 °C
liegen, auBerdem sollte sich die Schmelztemperatur eines Oligonukleotid-Paares so wenig wie
maoglich unterscheiden. Einige der hier verwendeten Oligonukleotide enthielten an ihrem 5°-
Uberhang zusatzlich eine Erkennungssequenz fiir Restriktionsendonukleasen, wodurch die
nachfolgende Klonierung der amplifizierten PCR-Produkte in ein Plasmid ermdglicht wurde.
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Die PCR wurde in einem TGradient-Thermocycler (Biometra) durchgefiihrt. Je nach
Anwendung wurden die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Promega), (die Hot Star
Tag (Qiagen) oder das GC-rich PCR System (Roche) verwendet. Der PCR-Reaktionsansatz
setzte sich im Allgemeinen wie folgt zusammen und wurde nach den angegebenen

Bedingungen durchgefihrt:

PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
1-10 ng Matrizen-DNA 95°C 5-15Min  Anfangs-Denaturierung
je 20-50 pmol  Oligonukleotide 95°C 45s Denaturierung
200 pM je dNTP (PegLab) X °C  05-1Min Oligonukleotid-Anlagerung ~ [X 25-45
1,5-2,5mM MgCl, 72°C  y Min Elongation
1x PCR-Puffer 72°C  7-10 Min  Abschlusselongation
15-25U DNA-Polymerase
ad 50 pl H2Opidest

"X = Tw: 'y = 1 Min/kb PCR-Produkt

3.1.7 Umschreiben von RNA in cDNA und RT-PCR

Zur Expressionsanalyse von Genen im Zellkulturmodell wurde die RT-PCR angewendet. Die
praparierte Gesamt-RNA (siehe 3.1.1.3) wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase
SuperscriptTM Il (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers in cDNA
umgeschrieben. Diese Methode basiert darauf, dass die meisten Gen-Transkripte an ihrem 3’-
Ende einen Poly-A-Schwanz besitzen. Bei der RT-Reaktion wird deshalb ein Oligo-dT-
Oligonukleotid eingesetzt, das an die Poly-A-Schwénze der mRNAs bindet. Von diesem
Oligonukleotid ausgehend synthetisiert die Reverse Transkriptase dann die entsprechende
cDNA. Die mRNA aus 2,5 ng Gesamt-RNA wurde mit 200 U der Reversen Transkriptase
umgeschrieben. Um zu uberprifen, ob die cDNA frei von genomischen Verunreinigungen
war, wurde eine Kontroll-PCR mit den Oligonukleotiden AAktin-USP und pAktin-DSP
durchgefiihrt. Diese Oligonukleotide flankieren eine Intron-Sequenz des B-Aktin-Gens. Ist das
Intron durch Spleillen entfernt, so entsteht ein PCR-Produkt mit einer GroRe von 243 bp.
Weist die umgeschriebene cDNA noch genomische Verunreinigungen auf, so entsteht durch
die Anwesenheit des Introns ein zusatzliches PCR-Produkt von 330 bp Lange. War die cDNA
frei von genomischen Verunreinigungen, wurde sie fir RT-PCR- Analysen eingesetzt. Das
Gen, dessen Expression untersucht werden sollte, wurde mit spezifischen Oligonukleotiden
amplifiziert, wobei die cDNA als Matrize diente. Um verschiedene Ansétze (zum Beispiel aus
verschiedenen Zellinien) vergleichen zu kdnnen, wurde ein Abgleich mit Oligonukleotiden

fur das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder fir p2-
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Mikroglobulin mitgefiihrt. Die RT-PCR-Analyse und der Abgleich erfolgten in zwei
getrennten PCR-Ansétzen.

3.1.8 Real-TimeRT-PCR Analyse

Um den Expressionsstatus von TFPT in Gliomgewebe von verschiedenen Patienten zu
bestimmen, wurde die Real-Time RT-PCR-Analyse angewendet. Diese Untersuchung wurde
freundlicherweise von Dr. JOorg Felsberg (Institut fur Neuropathologie, Heinrich-Heine
Universitat Disseldorf) durchgefiihrt. Bei der Amplifikation eines DNA-Fragments aus der
cDNA von TFPT wurden die Oligonukleotide 5° CGGAGATGGAATTGGAGCAG 3’ und
5’GATGTGGCCACCAAATAGGG 3’ verwendet, fur die Amplifikation eines Par-4-
Fragments wurden die Oligonukleotide 5’-CGGATCCCAGCCCTACG-3’ und 5’-GGATGC
CAGGAGACGACC-3’ verwendet. Wéhrend des Amplifikationsprozesses wurde die
eingebaute Menge des Fluorszenzfarbstoffes SYBR green (Applied Biosystems) in den
dsDNA-Strang quantitativ mit dem ABI PRISM 5700 (Applied Biosystems) bestimmt. Als
Mengenabgleich wurde die Expressionsmenge von ARF1 (ADP-ribosylation factor 1)
bestimmt. Als Kontrolle fir die Proben aus Gliomgewebe diente Gesamt-RNA, die aus
folgenden Gehirngeweben isoliert wurde: Gesamt-Gehirn, zerebraler Kortex, Frontallappen
des Cerebellum, Corpus Callosum, Temporallappen, Okzipitallappen (BioChain Institute Inc.,
Hayward, CA, USA), embryonales Gehirn (Clontech), MVP Gesamt-Gehirn (Stratagene) und

Gesamt-Gehirn (BD Biosciences).

3.1.9 Oligonukleotid-Hybridisierung

Um die siRNA-Oligonukleotide 5* siKawSuper und 3’ siKawSuper gegen Par-4 in den
pSUPER.neo+gfp Vektor klonieren zu kdnnen, musste zunachst eine Hybridisierung der
Oligonukleotide vorgenommen werden. Dazu wurden die Oligonukleotide zuerst in HyOpidest
aufgenommen (100 uM Endkonzentration), je 1 ul der Sinn- und Gegensinn-Oligonukleotide
zusammen mit 48 pl Annealing-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,4) vermischt
und 4 Min bei 90 °C erhitzt, um unspezifische Anlagerungen zu lésen. Danach wurde der
Ansatz zun&chst fur 10 Min bei 70 °C, dann fiur 15-20 Min bei 37 °C inkubiert und
anschlieRend langsam auf RT abgekhlt.

32 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

3.21 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Mit Hilfe der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen
Proteine anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden, da ihre naturliche
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Konformation sowie ihre Eigenladung aufgrund der Anlagerung von negativ geladenen SDS-
Molekiilen vernachlassigt werden kann (Laemmli, 1970). Die Proteine wurden bei der hier
angewandten so genannten diskontinuierlichen Elektrophorese zunéchst in einem Sammelgel
mit 4,5 % Polyacrylamid und einem pH-Wert von 6,8 bei 17 mA auf eine Lauffront
konzentriert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte dann in Abh&ngigkeit von ihrer
Molekularmasse in einem Trenngel mit Polyacrylamid-Konzentrationen von 7,5-12,5 % und

einem pH-Wert von 8,8 bei einer Stromstérke von 34 mA.

Sammelgelpuffer (pH 6,8) Trenngelpuffer (pH 8,8)
05M Tris 15M Tris
0,4 % (w/v) SDS 0,4 % (w/v) SDS

Sammelgel Trenngel (10 %)

820 ul Sammelgelpuffer 3,4 ml Trenngelpuffer
2ml H2Opidest 57 ml H2Obidest
500 pl Acrylamidlésung” 4,5 ml Acrylamidlésung”
10 pl APS 10 % (w/v) 68 ul APS 10 % (w/v)
3,5ul TEMED 3,4 ul TEMED

“Acrylamidlésung. 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid

Zur Vorbereitung der Proben fur die SDS-PAGE wurden diese mit Protein-Probenpuffer
versetzt und fir 3 Min bei 100 °C inkubiert. Das DTT im Probenpuffer reduziert die Disulfid-
briicken in den Proteinen zu Sulfhydrylgruppen. Um eine Reoxidation der Disulfidbriicken zu
verhindern, wurde den Proben nach dem Kochen 1/3 Volumen NEM zugesetzt, das zu einer
Alkylierung der freien Sulfhydryl-Gruppen flhrt. Die Inkubation mit NEM erfolgte fir 15
Min (RT). Als GroRenstandard bei der Auftrennung der Proteinproben in einer SDS-PAGE
wurde der Prestained Precision Plus Protein Sandard von der Firma Bio Rad oder die Page

Ruler Prestained Protein Ladder von der Firma Fermentas verwendet.

3.2.2 Western Blot und Immunfarbung

Um Proteine immunologisch nachzuweisen, wurden diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und
dann auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, wo sie mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern detektiert werden konnen (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981). Die
Ubertragung der Proteine aus einem SDS-PAA-Gel auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 pm
Porengrole) erfolgte durch Elektrotransfer bei 0,35 A fiir 1 h in einer Blotting-Kammer der

Firma Bio-Rad. Im Anschluss wurde die Membran mit 20 % (v/v) Ponceau-L6sung (0,1 %
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(w/v) Ponceau S in 5 % (v/v) Essigséure; AppliChem) in H20 geféarbt, um den Erfolg der
Ubertragung auf die Nitrozellulosemembran zu Gberpriifen. Dann wurden die verbliebenen
freien Bindungsstellen der Membran durch Inkubation in 3 % (w/v) Magermilchpulver (Mega
Sim, FOOD TECH) in TBS-Tween fur mindestens 1 h abgesattigt und anschlieBend 3x mit
TBS-Tween (10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween 20) gewaschen.
Die Inkubation der Blot-Membran mit dem Erstantikdrper erfolgte rotierend in TBS-Tween
fir 1 h (RT) oder UN (4 °C). Danach wurde 3x mit TBS-Tween gewaschen und die Membran
mit dem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper fiir 30 Min rotierend inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten mit TBS-Tween wurde der Protein-Antikorper-Komplexe mit Hilfe
des Chemilumineszenz-Substrats (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Pierce) nachgewiesen und die Signale mit einem Rontgenfilm (Cronex 5, Agfa) detektiert.
Sofern die Blot-Membran mit einem weiteren Erstantikorper inkubiert werden sollte, wurden
die Antikorper der vorherigen Immunfarbung von der Membran mit Strip-Puffer (62,5 mM
Tris/HCI pH 6,8; 2 % (w/v) SDS; 2,5 mM DTT) entfernt. Die Inkubation der Membran mit
dem Strip-Puffer erfolgte fur 30 Min bei 50 °C. Nach einem anschliefenden Waschschritt mit
TBS-Tween stand die Membran fir weitere Analysen zur Verfligung. Um die Intensitat von
Proteinbanden auf einer Western Blot-Membran zu quantifizieren, wurden die entsprechenden
Autoradiographien mit Hilfe eines Computerprogramms digitalisiert. Anschlieend wurde die
Intensitat jeder einzelnen Proteinbande mit dem Programm ImageMaster TotalLab v2.01

ermittelt.

3.2.3 Praparation von Gesamtprotein-Zellextrakten

Die Lyse von kultivierten Saugerzellen erfolgte mit Hilfe von 2,5x Phosphatlysispuffer (PLP;
PLP pH 8,0; 1 Tablette Protease-Inhibitor-Mix (Roche)/25 ml). Das im PLP enthaltene nicht-
ionische Detergenz NP-40 zerstort sowohl die Plasma- wie auch die Kernmembran. Weiterhin
enthalt der Lysis-Puffer Protease-Inhibitoren sowie eine hohe Konzentration an Phosphat-
lonen. Die Phosphat-lonen hemmen die Phosphatasen und sorgen dafir, dass der
urspringliche Phosphorylierungszustand der Proteine erhalten bleibt (Scheidtmann et al.,
1982). Das DTT reduziert sowohl inter- wie auch intramolekulare Disulfidbriicken der
Proteine. Fir die Herstellung von Gesamtprotein-Zellextrakten wurden adharente Zellen, die
auf Zellkulturschalen (LPs) kultiviert wurden, 3x mit PBS™ gewaschen. AnschlieRend wurden
die Zellen in 1 ml PBS™ mit einem Gummischaber von der Kulturschale abgeschabt und bei
150 x g fur 3 Min bei RT abzentrifugiert. Suspensionszellen bzw. Zellen, die sich bereits von

der Zellkulturschale abgel6st hatten, wurden mit dem Medium in ein 15 ml
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Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt, durch Zentrifugation (150 x g, 3 Min, RT) sedimentiert
und 3x mit PBS® gewaschen. Fiir die Lyse wurden die Zellpellets in 50 pl 2,5x PLP
resuspendiert und 30 Min auf Eis inkubiert, wobei die l6slichen Proteine aus Zytoplasma und
Kern freigesetzt wurden. Mit dem folgenden Zentrifugationsschritt fur 15 Min bei 16000 x g
und 4 °C wurden die unldslichen Proteine des Zytoskeletts und des Chromatins
abzentrifugiert und der losliche zytoplasmatische Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal Uberflhrt. Die hergestellten Zellextrakte wurden entweder fir eine SDS-
PAGE verwendet (siehe 3.2.1) oder standen fur eine Immunprazipitation (3.2.4) zur
Verfuigung.

3.24 Immunprazipitation

Die Methode der Immunprézipitation wurde in dieser Arbeit verwendet, um GFP-
Fusionsproteine oder FLAG-Fusionsproteine aus dem Gesamtprotein-Zellextrakt (siehe 3.2.3)
transfizierter Séugerzellen zu isolieren. Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass ein
hergestelltes Gesamtprotein-Zellextrakt mit einem Antikorper gegen das betreffende Epitop
inkubiert wird und der sich bildende Antigen-Antikorper-Komplex an eine unldsliche Matrix
adsorbiert und so sedimentiert werden kann. Die Matrix besteht fiir Kaninchen-Antikorper aus
an Sepharose gekoppeltem Protein A, ein aus Saphylococcus aureus stammendes Protein, das
sehr effizient an den konstanten Teil des Kaninchen-Antikorpers bindet. Fir Antikorper, die
in der Maus hergestellt wurden, verwendet man die Matrix Protein-G-Agarose. Fur die
Immunprazipitation wurde der Gesamtprotein-Zellextrakt (ca. 1 mg Gesamtprotein) mit PLP
(versetzt mit 50 uM Leupeptin und 1 mM PMSF) zunédchst auf 1 ml Gesamtvolumen
aufgefillt und anschlieRend 1 h bei 4 °C rotierend mit 30 pl reiner Sepharose 4B vorinkubiert,
um unspezifisch an die Matrix bindende Proteine zu entfernen. Durch Zentrifugation bei 500
x g fur 1 Min bei 4 °C wurde die Sepharose 4B mitsamt den unspezifisch gebundenen
Proteinen sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt und mit
dem entsprechenden Antikdrper UN bei 4 °C rotierend inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 30 pl Protein A-Sepharose bzw. 15 pl Protein-G-Agarose, um den
Proteinkomplex zu binden. Dies geschah durch Inkubation fir 1 h bei 4 °C auf dem
Rollinkubator. Die spezifisch gebundenen Proteine wurden zusammen mit der Matrix durch
Zentrifugation sedimentiert, 3x mit 200 pl PLP gewaschen und fir die weiteren
Untersuchungen (siehe 3.2.5) auf Eis gelagert.
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3.25 Entfernung der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide von
Proteinen

Die N-Glykosylierung von Proteinen stellt eine posttranslationale Modifikation dar, bei der
mannosereiche Zuckerketten im Lumen des ER kotranslational auf NH,-Gruppen von
geeigneten Asparagin-Resten Ubertragen werden. Die Abspaltung der mannosereichen
Zuckerketten von Proteinen erfolgte durch das rekombinante Enzym Endoglycosidase H
(New England Biolabs), das die Bindung zwischen den beiden N-Acetylglukosaminen spaltet
(Robbins et al., 1984). Durch die Behandlung von Proteinen mit der Glykosidase kdnnen N-
glykosylierte Proteine identifiziert werden, da sie nach der Abspaltung ihrer mannosereichen
Zuckerketten ein verdndertes Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweisen. Um Proteine einer
Behandlung mit der Endoglykosidase H zu unterziehen, wurden die zu untersuchenden
Proteine aus einem Gesamtprotein-Zellextrakt immunprazipitiert (siehe 3.2.4). Durch die
Zugabe von 20 ul 1x Denaturierungspuffer (New England Biolabs) und 10 minatiger
Inkubation bei 100 °C wurden die Proteine denaturiert und dabei gleichzeitig von der Matrix
abgeldst. Die Matrix wurde abzentrifugiert (16000 x g, RT, 1 Min) und der Uberstand, der die
aufgereinigten Proteine enthalt, mit 1/10 Volumen Reaktionspuffer sowie mit 50 U Enzym
versetzt. Die Proben wurden anschliefend 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die
Analyse der Proteine in einer SDS-PAGE (siehe 3.2.1).

3.2.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung von Gesamtprotein-Zellextrakten wurde nach der Methode von
Bradford (1976) durchgeflhrt. Fir die Proteinbestimmung wurde ein Gemisch aus 800 pl
H2Obigest Und 200 pl Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad) mit 1 pl des Zellextraktes (siehe
3.2.3) versetzt und 5 Min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die ODsgspm gemessen. Die
Proteinkonzentration der Gesamtprotein-Zellextrakte wurde anhand einer mitgefihrten

Eichreihe ermittelt.

33 ZELLKULTURMETHODEN
3.3.1 Kultur von Sauger zellen

Die Kultur von Séaugerzellen erfolgte bei 37 °C und je nach Zellinie in einer 5 %-igen oder
10%-igen CO,-Atmosphare (siehe auch 2.4.2). Zum Passagieren wurden die Zellen 2x mit
PBS™ gewaschen und dann mit Trypsin fur 3-5 Min bei 37 °C von der Kulturschale abgel0st.
Die Zellen wurden bei 150 x g fur 5 Min sedimentiert und je nach Zellinie in entsprechendem

frischen Medium (siehe auch 2.4.2) in einem Verhéltnis von 1:2 bis 1:20 verdunnt und auf
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neue Zellkulturschalen ausplattiert. Zur langfristigen Lagerung wurden exponentiell
wachsende Zellen nach Trypsinierung in vorgekihltem Medium mit 20 % FCS und 10 %
DMSO aufgenommen und schrittweise abgekihlt (2 h -20 °C, GN -70 °C), bevor sie in
fliissigem Stickstoff (-180 °C) dauergelagert wurden.

3.3.2 Transente Transfektion von Sauger zellen mit DNA oder RNA

Zur Transfektion von Sdugerzellen wurde entweder das kationische Polymer jetPEI
(Qbiogene) fir die Einschleusung von DNA oder das Liposomen-bildende Reagenz
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) fir die Einschleusung von RNA verwendet. Fir die
Transfektion wurden 1,8-3,5 x 10* Zellen am Vortag in 24-Loch-Platten auf Deckglaschen
ausplattiert.

Zur Transfektion von DNA mit dem Reagenz jetPEl wurden 250 ng der zu transfizierenden
DNA zungchst in 12,5 pl 150 mM NaCl-Lésung verdinnt. Des Weiteren wurde eine
Verdinnung von 0,5 pl Transfektionsreagenz in 12,5 pl 150 mM NaCl-L6ésung angesetzt.
Beide Losungen wurden gut vermischt, fir 15-30 Min bei RT inkubiert und anschlieBend zu
225 ul Medium je Vertiefung in die 24-Loch-Platte pipettiert. Der Transfektionsansatz
verblieb bis zur Analyse auf den Zellen (maximal 48 h). Fur eine kleine Zellkulturschale
(MP) wurde der 4-fache, fir eine mittlere Zellkulturschale (SP) wurde der 8-fache, fiir eine
grofe Zellkulturschale (LP) der 15-fache Ansatz verwendet.

Die Transfektion von RNA sowie von RNA/DNA-Gemischen erfolgte mit Hilfe des
Lipofectamine 2000-Reagenzes. 500 ng der zu transfizierenden RNA oder des DNA/RNA-
Gemischs wurde in 50 pl Optimem (serumfreies Medium von der Firma Gibco) verdiinnt. In
einem anderen Reaktionsgefal wurden 50 pl Optimem mit 1,25 ul Lipofectamine 2000-
Losung verdinnt und fur 5 Min bei RT vorinkubiert. Beide Ansédtze wurden anschlielend
vermischt und fur 20-30 Min bei RT inkubiert. Wahrendessen wurde von den zu
transfizierenden Zellen das Medium entfernt, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und
anschlieBend 400 pl Optimem auf die Zellen in jeder Vertiefung der 24-Loch-Platte gegeben.
Der Reaktionsansatz wurde nach der Inkubationszeit vorsichtig auf die Zellen gegeben und
nach 2-3 h durch einen Waschschritt mit PBS™ und einem anschlielenden Mediumwechsel
entfernt. Fir eine kleine Zellkulturschale (MP) wurde der 2-fache, fur eine mittlere
Zellkulturschale (SP) wurde der 5-fache, fiir eine groRe Zellkulturschale (LP) der 10-fache

Ansatz verwendet.
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3.3.3 Herdgtelung stabil transfizierter Zellinien

Zur Herstellung stabil transfizierter HelLa-Zellen, in denen die Par-4-Expression
herunterreguliert ist, wurden die Zellen wie unter 3.3.2 beschrieben in 24-Loch Kulturschalen
ausplattiert und mit dem Plasmid pSUPER-KawPar-4 oder als Kontrolle mit dem leeren
Plasmid pSUPER.gfp+neo transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen trypsiniert und auf eine
LP ausplattiert. Die Selektion der transfizierten Zellen erfolgte mit 700 ng/pl des
Antibiotikums Geneticindisulfat (G418). Abgestorbene Zellen wurden am néchsten Tag durch
einen Mediumwechsel entfernt und die Uberbleibenden Zellen weiterhin mit dem
Selektionsantibiotikum gehalten. Nachdem einzelne Zellklone mit einem Durchmesser von 1-
3 mm auf der Zellkulturplatte herangewachsen waren, wurden diese mit Hilfe von
Klonierungszylindern isoliert und nach Trypsinierung in neue KulturgefaRe tberfihrt. Die
Herunterregulation der Par-4-Expression wurde anschliefend durch Immunfluoreszenz-

(3.4.3) und Western Blot-Analysen (3.2.1) in den einzelnen Zellklonen untersucht.

34 FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE ANALYSEN

34.1 Ausplattieren und Fixieren von Saugerzellen fiur die Fluoreszenz-
mikroskopie

Fur Immunfluoreszenz-Analysen wurden die Sdugerzellen auf runden Deckgldschen in
passenden Zellkulturgefaen mit passenden Vertiefungen (1,5 cm &) ausplattiert. Es wurden
je nach Zellinie 1,8 - 3,5x10* Zellen je Vertiefung ausplattiert. Die Zellen wurden vor der
Fixierung 2x mit PBS" gewaschen und anschlieBend 20 Min bei RT in Paraformaldehyd (3 %
(w/v) Paraformaldehyd in PBS*, pH 7,2) inkubiert. Das Paraformaldehyd wurde anschlieBend
durch Waschen mit PBS™ von den Zellen entfernt.

3.4.2 Kernfarbung mit DAPI

Mit dem Farbstoff 4¢,6°-Diamino-2-Phenylindoldihydrochlorid (DAPI) l&sst sich spezifisch
chromosomale DNA und so die Zellkerne anfarben. Zu diesem Zweck wurden die fixierten
Zellen fur 15 Min bei RT mit 0,25 pg DAPI/ml in PBS™ inkubiert und der Gberschiissige
Farbstoff anschlieBend durch Waschen mit PBS entfernt.

3.4.3 Immunfluoreszenzfarbung

Die subzelluldare Lokalisation von Proteinen in Saugerzellen kann sowohl durch einen
direkten Nachweis von GFP/RFP (green-fluorescent-protein/red-fluorescent-protein)-
Fusionsproteinen (Pines, 1995) wie auch durch einen indirekten, Antikorper vermittelten
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Nachweis untersucht werden. Alle Inkubationen wurden bei RT auf einer Wippe
durchgefiihrt. Zunachst wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert (siehe 3.4.1), 2x mit
PBS" gewaschen und anschlieRend fiir 1 h in PBS™ mit 0,1 % Triton X-100, 1 % Ziegenserum
und 5 % Magermilchpulver permeabilisiert und abgesattigt. Nach einem Waschschritt mit
PBS" wurden die Zellen fiir 1 h mit dem entsprechenden Erstantikorper in PBS™ mit 0,1 %
Triton X-100 und 1 % Ziegenserum inkubiert. Es folgten 3 weitere Waschschritte mit PBS,
bevor der fluoreszenzmarkierte Zweitantikérper in PBS* mit 0,1 % Triton X-100 und 1 %
Ziegenserum fur 30 Min auf die Zellen gegeben wurde. Nach der Zweitantikorper-Inkubation
erfolgten 3 weitere Waschschritte mit PBS”.

3.4.4 Einbetten von fixierten Zellen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Bevor die Deckglaschen mit den fixierten Zellen auf Objekttrdger montiert wurden, wurden
die Zellen einmal mit H,Opigest gewaschen, um die Bildung von Salzkristallen zu verhindern.
AnschlieBend wurde das Einbettmedium (PERMAFLUOR Aqueous Mounting Medium,
Beckmann Coulter GmbH) auf die Objekttrdger getropft und die Deckgldschen mit der
Zellseite nach unten luftblasenfrei auf das Einbettmedium gelegt. Die Objekttrager wurden

vor der fluoreszenzmikroskopischen Analyse iber Nacht lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

345 Fluoreszenzmikroskopische Analyse
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte an einem Axiophot Fluoreszenz-Mikroskop
(Zeiss) mit entsprechender Filtereinstellung oder mit einem konfokalen Axioplan

Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss) gekoppelt mit einem Zeiss LSM510.

35 METHODEN ZUM NACHWEISDER APOPTOSE

3.5.1 Bestimmungder Apoptoserate anhand mor phologischer Merkmale

Die Zellen wurden entsprechend dem Versuchsansatz nach den unter 3.4 beschriebenen
Methoden fur die Fluoreszenzmikroskopie prapariert und einer Kernfarbung unterzogen
(siehe 3.4.2). Apoptotische Zellen wurden anhand ihrer morphologischen Eigenschaften
(fragmentierte Zellkerne, Chromatinkondensation, Blasenbildung der Zytoplasmamembran)
identifiziert. Pro Versuchsreihe wurden mindestens drei unabhdngige Experimente
durchgefiihrt, dabei wurde in jedem Experiment je Ansatz mindestens eine Gesamtzellzahl
von 100 transfizierten Zellen ausgezahlt und der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen

anhand der charakteristischen morphologischen Merkmale bestimmt.
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3.5.2 Nachweisder Caspase-3 Spaltung

Die Caspase-3 ist eine Protease, die spezifisch wéahrend der Apoptose durch die proteolytische
Spaltung nach der AS Asparaginizs aktiviert wird. Durch die Spaltung entstehen
Proteinprodukte von 12 und 17 kDa, die sich zu einem aktiven Protease-Komplex
zusammenlagern kénnen. Die Spaltung der Caspase-3 lasst sich durch Caspase-spezifische
Antikorper mit Hilfe der Western Blot-Technik immunologisch nachweisen. Der hier
verwendete Antikorper anti-cleaved-Caspase-3 (siehe 2.9) erkennt nur das Proteinfragment
mit einem Molekulargewicht von 17 kDa. Die zu analysierenden Zellen wurden je nach
experimentellem Ansatz kultiviert und behandelt. Anschliefend wurden Gesamtprotein-
Zellextrakte (3.2.3) hergestellt, diese einer SDS-PAGE (siehe 3.2.1) unterzogen und
anschlieBend durch das Western Blot-Verfahren (siehe 3.2.2) auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen. Das 17 kDa grof3e Spaltprodukt der Caspase-3 wurde immunologisch durch den

entsprechenden Antikorper nachgewiesen.

3.6 IN VITRO-HERSTELLUNG VON siRNA

3.6.1 Invitro-Transkription, Hybridisierung und Aufreinigung von RNA

Fur die in vitro-Transkription wurde die komplette cDNA-Sequenz des zu untersuchenden
Gens in den pGEM-T Easy Vektor kloniert, der im 5°-Bereich der multiplen
Klonierungsstelle einen T7-Promoter und im 3‘-Bereich der multiplen Klonierungsstelle
einen SP6-Promoter besitzt. Der Vektor wurde in getrennten Ansatzen mit Hilfe geeigneter
Restriktionsendonukleasen sowohl vor wie auch hinter der einklonierten cDNA-Sequenz
gespalten. Die Aufreinigung der linearisierten Vektoren erfolgte mit Phenol/Chloroform
(siehe 3.1.5.1). AnschlieRend wurden je 2,5 ug der linearisierten Vektoren zusammen mit 2,5
mM rNTP-Mix (Fermentas), 1x Transkriptionspuffer (Boehringer), 200 U RNasin (Promega)
sowie 2,5 pl T7-RNA-Polymerase (Promega) und Sp6-RNA-Polymerase (Boehringer) in
einem Gesamtvolumen von 50 pl fir 2-3 h bei 37 °C inkubiert. Direkt nach der in vitro-
Transkription wurde der Ansatz fiir 3 Min auf 95 °C erhitzt, um die Sekundérstrukturen in der
RNA zu lésen. Es folgte eine Inkubation bei 75 °C fiir 30 Min, anschlieRend wurde die Probe
zur Hybridisierung UGN bei RT stehen gelassen. Die nun doppelstrdngige RNA (dsRNA)
wurde mit Hilfe einer LiCl-Féllung aufgereinigt. Zu diesem Zweck wurde dem
Hybridisierungsansatz 2,5 M LiCl und 16,7 mM EDTA zugefugt, die RNA fur 30 Min bei -20
°C ausgefallt, anschliellend fir 15 Min bei 16000 x g und 4 °C pelletiert und mit eiskaltem 70
%-igem Ethanol gewaschen. Das RNA-Pellet wurde nach kurzer Trocknung bei RT in
RNase-freiem H;Opigest gelost.
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3.6.2 DICER-Verdau und Aufreinigung der sRNA-Molekiile

Der Verdau der dsSRNA wurde mit Hilfe des DICER-Enzyms (Stratagene) durchgefihrt.
Dieses Enzym, das zur Familie der Ribonukleasen Il1 gehort, spaltet die dsSRNA in ca. 21-23
bp lange Fragmente, die 2 Basen lange 3‘-Uberhange haben und als siRNA bezeichnet
werden (Kawasaki et al., 2003).1 ug dsRNA wurde mit 2 U rekombinantem DICER-Enzym
im mitgelieferten Puffersystem in einem Gesamtvolumen von 10 ul fur 18-20 h bei 37 °C
inkubiert. Um die generierten ca. 21-23 bp langen siRNA-Molekiile aufzureinigen, wurde der
gesamte Ansatz (3.6.1) auf ein 12%-iges Polyacrylamid-TBE-Gel aufgetragen (siehe 3.1.4.2)
und die entsprechenden Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution der siRNA-
Molekiile aus dem PAA-Gel erfolgte unter Zugabe von 1M Ammoniumacetat bei 37 °C UN.
Am néchsten Tag wurde die siRNA wie unter 3.1.5.3 beschrieben mit NaAc und Ethanol
gefallt. Die siRNA wurde anschlieend in 1x TE-Puffer (fir RNA) aufgenommen und die
RNA-Konzentration photometrisch bestimmt (3.1.5.4). Danach stand die SiRNA zur

Verfligung fir die entsprechenden Experimente.

3.7 UNTERSUCHUNG VON *"C-DNA-METHYLIERUNG

Die Experimente zur Detektion von 5-Methylcytosin ("™C) in genomischer DNA wurden in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Andreas Waha (Institut fiir Neuropathologie,
Universitatsklinikum Bonn) durchgefthrt.

3.7.1 Bisulfit-M odifizierung genomischer DNA nach Frommer (1992)

1 pg genomische DNA (siehe 2.5 und 3.1.1.4) wurde mit 200 mM NaOH fir 10 Min bei 37
°C denaturiert. AnschlieBend wurde dem Ansatz 0,5 mM Hydrochinon und 2,6 M Natrium-
Disulfit (pH 5) zugegeben und die Probe bei 50 °C fir 16 h unter Mineral6l inkubiert. Die am
5°-C-Atom unmethylierten Cytosinbasen reagieren unter diesen Reaktionsbedingungen
reversibel mit dem Hydrogensulfit-Reagenz unter Bildung eines 5,6-Dihydro-6-sulfonats, das
spontan desaminiert. Methylierte °"Cytosinbasen reagieren hingegen nicht und bleiben
unverandert. Mit Hilfe des Wizard Cleanup Kit (Promega) wurden die DNA-Proben
anschlielend aufgereinigt. Da die im ndchsten Reaktionsschritt stattfindende Desulfonierung
unter alkalischen Bedingungen stattfindet, wurde der DNA-L6sung 300 mM NaOH
zugegeben und der Ansatz fir 5 Min bei RT inkubiert. Durch die Abspaltung des
Hydrogensulfits entsteht Uracil. AnschlieBend wurde die Bisulfit-modifizierte DNA (BS-
DNA) mit 2,3 M Ammoniumacetat und dem 3-fachen Volumen Ethanol abs. ausgefallt und
mit 16000 x g fur 5 Min bei 4 °C pelletiert. Nach einem Waschschritt mit eiskaltem 70 %-
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igen Ethanol wurde das DNA-Pellet in H,Opigest aufgenommen und bei —80 °C gelagert. Es ist
zu beachten, dass das Reagenz Hydrogensulfit (HSO3’), welches fiir die Umwandlung von
unmethyliertem Cytosin zu Thymin verwendet wird, nicht stabil ist und deshalb erst kurz vor
Gebrauch durch Losen von Natrium-Bisulfit (bzw. Natrium-Disulfit) in H;Opigest hergestellt
wird.

Alternativ wurde die genomische DNA mit Hilfe des EpiTect Bisulfite Kit der Firma
QIAGEN nach den Vorgaben des Herstellers prépariert.

3.7.2 Polymerase-K ettenreaktion mit Bisulfit-modifizierter DNA (BS-PCR)

Die DNA-Fragmente von 100-300 bp Léange aus einem CpG-reichen potentiellen
Promoterbereich des zu untersuchenden Gens wurden durch den Einsatz von entsprechenden
Oligonukleotid-Paaren in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Der Amplifikationsprozess, in
dem die BS-modifizierte genomische DNA (3.7.1) als Matrizen-DNA eingesetzt wird, fuhrt
zu einer Transformation von Uracil (vorher Cytosin) zu Thymin und von °*"Cytosin zu
Cytosin. Auf diese Weise ist es moglich, durch weitere Analysen anhand der Prdsenz von
CpG- oder TpG-Dinukleotiden im untersuchten DNA-Bereich Rickschlisse auf den
Methylierungszustand der potentiellen CpG-Inseln zu ziehen (Frommer et al., 1992). Die in
der BS-PCR verwendeten Oligonukleotide werden so gewahlt, dass sie sowohl an vormals
methylierte als auch an unmethylierte BS-DNA hybridisieren kénnen. Bei der Auswahl der
Oligonukleotide ist zu beachten, dass die Lange der Oligonukleotide 16-30 bp betrégt, ihre
Sequenz selbst keine CpG-Bereiche Uberspannt und dass die Sequenz mdglichst viele
Thyminbasen, besonders am 3’ Ende, beinhaltet, die vor der BS-Konvertierung als
unmethylierte Cytosinbasen vorlagen. Bei Beachtung dieser Kriterien wird die unspezifische
Bindung der Oligonukleotide mit Sequenzbereichen unmodifizierter DNA, die bei
unvollistandiger Bisulfit-Behandlung vorliegen kénnen, minimiert. Die PCR-Reaktion wurde
analog wie unter 3.1.6 beschrieben durchgefuhrt, wobei pro 30 pl Gesamtansatz 2 pl BS-
DNA als Matrizen-DNA eingesetzt wurde. Fir die Amplifikation der entsprechenden DNA-
Fragmente wurde die PlatinumTag-Polymerase der Firma Invitrogen eingesetzt, die

Schmelztemperatur flr die eingesetzten Oligonukleotide lag zwischen 50-56 °C.

3.7.3 Herstdlung und Aufreinigung von PCR-Produkten fur die
Sequenzierungs-Reaktion

Die PCR-Produkte, die durch eine BS-PCR generiert wurden, mussten fiir die spétere

Sequenzierung in einen Vektor kloniert werden. Zu diesem Zweck wurde der pCR2.1-TOPO-
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Vektor der Firma Invitrogen verwendet, da hierbei die Ligationsreaktion Uber 3’-A-
Uberhange erfolgen konnte, die durch die Tag-Polymerase an das PCR-Produkt angefiigt
wurden. Fir die Klonierungsreaktion wurden 1-4 upl BS-PCR-Ansatz mit 0,5 pl
Vektor/Ligase-Mix vermischt und mit H,Opigest auf ein Gesamtvolumen von 5 pl eingestellt.
Die Inkubation erfolgte bei RT fir 30 Min. Der Ligationsansatz wurde anschlielend in
kompetente Bakterien (siehe 3.1.3) transformiert und auf Ampicillin- und X-Gal-haltige LB-
Platten ausgestrichen. Nach der Transformation wurden mindestens 12 weiRe Bakterien-
Einzelkolonien von der LB-Platte in je 50 pl LB-Ampicillin-Medium angeimpft und 2 h bei
37 °C angezogen. Fur die anschlieBende Klon-PCR wurde je 1 pl Bakterienkultur als
Matrizen-DNA, die Vektor-spezifischen Oligonukleotide 921 M13r und 920 M13s, sowie die
GoTag-Polymerase der Firma Promega verwendet (siehe 3.1.6). Die Aufreinigung der PCR-
Produkte aus der Klon-PCR erfolgte mit Hilfe des ExoSAP-IT Reagenzes (USB Corporation).
Dieses Reagenz enthalt zwei hydrolytische Enzyme, die Exonuklease | und die Alkalische
Phosphatase. Die Exonuklease entfernt einzelstrdngige Oligonukleotide und einzelstrangige
PCR-Produkte, wobei die alkalische Phosphatase die Phosphatgruppe von den dabei
entstehenden dNTPs sowie von den berschissigen dNTPs aus der PCR-Reaktion abspaltet
und dabei Nukleoside und anorganische Phosphatgruppen hinterlédsst. Die Reaktionsprodukte
beeinflussen die folgende Sequenzierungs-Reaktion nicht. Fir die Aufreinigung der PCR-
Produkte aus der Klon-PCR wurden 2,5 pl PCR-Ansatz mit 1 pul ExoSAP-IT Reagenz versetzt
und fur 15 Min bei 37 °C inkubiert. Anschlief’end wurden die Enzyme fir 15 Min bei 80 °C
hitzeinaktiviert.

3.7.4 Sequenzierung der PCR-Produkte

Das Prinzip der hier verwendeten Sequenzierungs-Reaktion beruht auf der von Sanger
entwickelten Kettenabbruch-Sequenzierung (Sanger & Coulson; 1975, Sanger et al., 1977).
Dabei werden zur Matrizen-DNA komplementére Einzelstrange hergestellt, die durch den
Einsatz von so genannten Kettenabbruchmolekilen verschiedene Stranglangen aufweisen. Bei
den Kettenabbruchmolekilen handelt es sich um Didesoxynukleotide, wobei jede der vier
Basen mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Wird eine fluoreszierende Base
wahrend der PCR-&hnlichen Reaktion in den DNA-Strang eingebaut, so kann dieser nicht
mehr verldngert werden und die Synthese des Strangs bricht ab. Auf diese Weise entstehen
durch das Zufallsprinzip verschiedene Stranglangen, im ldealfall weisen die Strange Minimal-
bis Maximalldnge auf. Die fluoreszierenden DNA-Strdnge kdnnen mit einem geeigneten

Gerét detektiert und ausgewertet werden. Die Sequenzier-Reaktion wurde mit Hilfe des
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BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Dazu
wurde 1 pl aufgereinigtes PCR-Produkt (siehe 3.7.3) mit 0,5 pl BigDye Terminator v1.1
Sequencing-Mix, 1,5 pl 5x BigDye Terminator v1.1 Sequenzierungs-Puffer sowie 1,6 pmol
Sinn-Oligonukleotid (921 M13r) versetzt und mit HyOpigest auf ein Gesamtvolumen von 10 pl
aufgefiillt. Die PCR-&hnliche Sequenzierungs-Reaktion wurde in einem TGradient-

Thermocycler (Biometra) wie folgt durchgefihrt:

96 °C 1 Min

96 °C 10s
50°C 55 :| X 40
60 °C 4 Min

AnschlieRend wurden die amplifizierten DNA-Strange mit 2 pl 3 M NaAc pH 4,6 und 50 pl
Ethanol abs. gefallt, mit eiskaltem 70 %-igen Ethanol gewaschen und danach in 10 pl HiDye-
N,N-Dimethylformamid-Ldsung (Applied Biosystems) aufgenommen.

Die Sequenzierung der fluoreszierenden PCR-Produkte wurde am 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems/HITACHI) vorgenommen. Bei diesem Gerat handelt es sich um ein voll
automatisches Kapillarsequenziergerat. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgt in einem Polymer, dass mit Druck in die Kapillaren gepresst wird und nach
jedem Lauf erneuert wird. Am Ende der Polymer-Matrix werden die fluoreszenzmarkierten
Molekille mit einem Laser angeregt, die emmitierte Strahlung mit einem Detektor
aufgefangen und die Information im nachgeschalteten Computer gespeichert. Die
Basenabfolge wird mit Hilfe eines speziellen Computerprogramms analysiert. Die
Auswertung der BS-DNA-Sequenzen aus mindestens 5 unabh&ngigen Klonen erfolgte mit
Hilfe des BiQ-Analyzer-Programms (Bock et al., 2005). Das Computerprogramm vergleicht
die Sequenzierungsergebnisse der BS-PCR-Produkte in einem internen Clustal\W-Vergleich
mit den Sequenzen der entsprechenden genomischen DNA. So kann der Methylierungsstatus
der enthaltenen CpG-Dinukleotide im PCR-Produkt bestimmt werden. Das Ergebnis dieser

Auswertung wird anschlieBend graphisch dargestellt.

3.7.5 Kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse (COBRA)

Als Alternative zur Sequenzierung von BS-PCR-Produkten (siehe 3.7.3 und 3.7.4) kann der
Methylierungsstatus der genomischen DNA anhand eines speziellen Restriktionsendo-
nuklease-Verdaus analysiert werden (nach Xiong & Laird, 1997). Diese Methode erleichtert
die Untersuchung von sehr vielen DNA-Proben. Das Prinzip der so genannten COBRA-

Analyse beruht darauf, dass Restriktionsendonukleasen ausgewéhlt werden, deren
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Erkennungssequenz CG-Basenfolgen beinhaltet. Diese speziellen Restriktionsendonukleasen
schneiden die PCR-Produkte aus der BS-PCR nur, wenn die Cytosinbase in einem
entsprechenden CpG-Motiv vor der BS-Behandlung der Matrizen-DNA methyliert war und
dadurch als Cytosin erhalten geblieben ist. Fir die Untersuchung wurde die Restriktions-
endonuklease BstUIl (New England Biolabs) verwendet, die die Erkennungssequenz CGCG
aufweist. Flr einen experimentellen Ansatz wurden 10 ul PCR-Produkt aus einer BS-PCR
(siehe 3.7.2) mit 2 U BstUIl in 1x Reaktionspuffer 2 (New England Biolabs) in einem
Gesamtvolumen von 20 ul fiir 16 h bei 60 °C inkubiert. Als Kontrollansatz wurde 5 pl des
gleichen PCR-Produkts mit 1x Reaktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 10 pl fir 16 h
bei 60 °C inkubiert, jedoch ohne den Zusatz der Restriktionsendonuklease. AnschlieRend

erfolgte die Analyse der DNA-Proben auf einem 4%-igen Agarosegel.
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41  ETABLIERUNG EINES SYSTEMS ZUR INHIBITION VON
ENDOGENEM PAR-4IN SAUGERZELLEN

Aus zahlreichen vorangegangenen Studien wurde deutlich, dass Par-4 an einer Vielzahl von
apoptotischen Prozessen und ihrer Regulation beteiligt ist, doch die genauen Mechanismen in
der Par-4-vermittelten Apoptose sind bis jetzt ungeklart. Um n&here Aufschliisse tber die pro-
apoptotische Funktion von Par-4 zu gewinnen, sollte im ersten Teil dieser Arbeit ein
experimenteller Ansatz etabliert werden, um das endogene Par-4-Protein mittels siRNA
herunterzuregulieren oder um die Funktion des endogenen Par-4-Proteins durch den Einsatz

dominant-negativer Par-4-Mutanten zu unterdrticken.

4.1.1 Herunterregulation von endogenem Par -4 durch RNA-Interferenz

Die Bezeichnung RNA-Interferenz (RNAI) wird in der aktuellen Literatur als Sammelbegriff
fir verschiedene Phanomene der posttranskriptionellen Genstillegung (posttranscriptional
gene silencing, PTGS) verwendet (Ubersicht bei Hannon, 2002). Zu diesem Phanomen
gehdren die Ko-Supression (Napoli et al., 1990), das so genannte quelling (Romano &
Macino, 1992) sowie die Transgen induzierte Stillegung (Ubersicht bei Metzlaff, 2002). Sie
alle beruhen auf der Stillegung eines Gens durch den von doppelstrangiger RNA (dsRNA)
vermittelten Abbau seiner mRNA. Bei samtlichen RNAi-Phdnomenen handelt es sich nach
heutiger Auffassung um sehr alte Selbstschutzmechanismen gegeniiber RNA-Viren (Ruiz et
al., 1998; Voinnet, 2001; Mak, 2005) und Transposons (Ketting et al., 1999; Tabara €t al.,
1999). Zur Aufklarung des Wirkungsmechanismus von RNAI trugen Hamilton & Baulcombe
(1999) entschieden bei, als sie durch die Einschleusung von langen dsRNA-Molekiilen RNAI
in Pflanzenzellen induzierten und daraufhin ca. 25 nt lange RNA-Molekiile aus den Zellen
isolieren konnten. Diese kleinen dsRNA-Molekule werden heute als short interfering RNA
(SIRNA) bezeichnet, da sie nach Einschleusung in eukaryontische Zellen in der Lage sind,
ihre komplementdre mMRNA zu degradieren. Die siRNA-Molekile entstehen in der Zelle
durch Prozessierung durch das DICER-Enzym, einer Nuklease der Ribonuklease I11-Familie,
die die ca. 500 bp langen dsRNA-Fragmente in 21-23 nt lange siRNA-Molekiile zerschneidet
(Ubersicht bei Carmell & Hannon, 2004). Nach der Entwindung des doppelstrangigen siRNA-
Intermediats wird ein Strang von dem so genannten RISC-Komplex (RNA-induced silencing
complex) fir den Abbau der Ziel-mRNA verwendet, so dass die Expression des

entsprechenden Gens inhibiert wird (Ubersicht bei McManus & Sharp, 2002). In fast allen
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Saugerzellen fihrt das Einschleusen von dsRNA, die groRer ist als 30 bp, nicht nur zu einer
spezifischen RNAi-Antwort, sondern auch zur Aktivierung eines unspezifischen Weges,
durch den alle mRNA-Molekile in der Zelle abgebaut werden und die gesamte
Proteinbiosynthese herunterreguliert wird (Ubersicht in Bass, 2001). Um dieses Problem zu
umgehen, wurden zwei Ansatze entwickelt, um gezielt Gene durch RNAI in S&ugerzellen
auszuschalten. Bei dem ersten Ansatz werden Vektoren in die Zelle eingebracht, die so
genannte short hairpin RNAs (shRNA) exprimieren, aus denen dann in vivo durch das
DICER-Enzym siRNA-Molekile hergestellt werden (Brummelkamp et al., 2002; siehe auch
4.1.1.4, Abb. 9). Alternativ konnen synthetisch hergestellte sSiIRNA-Molekdle in Saugerzellen
transfiziert werden, die dort ebenfalls zu einem spezifischen Abbau von mRNA fiihren
(Elbashir et al., 2001).

4.1.1.1 Invitro-Herstellung von sIRNA gegen Par-4 und DIk sowie von Kontroll-ssRNA
Fur die in vitro-Herstellung von SiRNA wird zuerst die vollstdndige cDNA-Sequenz des
auszuschaltenden Gens in ein Plasmid einkloniert, das sowohl im 5’-Bereich als auch im 3’-
Bereich der multiplen Klonierungsstelle einen gleich starken Promotor besitzt. Diese
Anforderungen erfullt das Plasmid pGEM-T Easy, da hier ein T7- und ein Sp6-Promotor
enthalten sind. Die cDNA von Par-4 wurde fur die Klonierung mit der
Restriktionsendonuklease EcoRI aus dem Plasmid pCMV-Tag2B-Par-4 ausgeschnitten und
Uber Kassettenaustausch in das Plasmid pGEM-T Easy-Cx kloniert. Fur die in vitro-
Transkription von Par-4 wurde das hergestellte Plasmid (bezeichnet als pPGEM-T Easy-Par-4)
mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und Pstl linearisiert. Die Restriktionsendonuklease
Ncol schneidet das Plasmid pGEM-T Easy-Par-4 zwischen dem T7-Promotor und der
einklonierten Par-4-cDNA-Sequenz, die Restriktionsendonuklease Pstl schneidet zwischen
dem Sp6-Promotor des Vektors und der Par-4-cDNA-Sequenz. Die Linearisierung des
Plasmids ist erforderlich, damit nur die RNA der Par-4-Sequenz und nicht Bereiche des
Klonierungsvektors exprimiert werden. Die so vorbereiteten linearisierten Vektoren wurden
fiir eine in vitro-Transkription eingesetzt, bei der die Sp6-RNA-Polymerase und die T7-RNA-
Polymerase verwendet wurden. Dies flhrte zur Erzeugung von einzelstrangigen RNA-
Strangen (ssRNA) der Par-4-Sequenz, die anschliefend miteinander hybridisiert wurden. Die
doppelstrangigen RNA-Strange (dsRNA) wurden dann mit dem DICER-Enzym in 21-23 bp
groBe Fragmente zerschnitten, die jeweils 2 Basen lange 3‘-Uberhdnge besitzen. Im
Folgenden werden die Produkte dieser enzymatischen Spaltung als siRNA-Par-4 bezeichnet.
Nach dem gleichen Prinzip wurde siRNA gegen Connexin 47 hergestellt, die in den
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nachfolgenden Experimenten als Kontroll-siRNA diente und als siRNA-Cx bezeichnet wird.
Der hierfur verwendete Vektor pGEM-T Easy-Cx, der die murine cDNA-Sequenz von
Connexin 47 enthalt, wurde freundlicherweise von Dr. Benjamin Odermatt aus der
Arbeitsgruppe Willecke (Institut fir Genetik, Universitat Bonn) zur Verfiigung gestellt. Fur
die Linearisierung des Plasmids pGEM-T Easy-Cx wurden die Restriktionsendonukleasen
Pstl und Sacl verwendet. Die gegen die Proteinkinase DIk eingesetzte siRNA (bezeichnet als
siRNA-DIk) wurde ebenfalls nach dieser Methode hergestellt; der verwendete Vektor pGEM-
T Easy-DIk, der die vollstandige cDNA-Sequenz der DIk aus der Ratte enthdlt, wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Scheidtmann (Institut fur Genetik, Universitét
Bonn) zur Verfligung gestellt und mit den Restriktionsendonukleasen Apal und Sacl
linearisiert. Das Verfahren der in vitro-Herstellung von siRNA ist in Abb. 6 noch einmal

schematisch dargestellt.

Abb. 6: In vitro-Her stellung von SsIRNA. Schematische Darstellung des Verfahrens der in vitro-Herstellung von
SiIRNA: (a) Zuerst wird die vollstindige cDNA-Sequenz des zu untersuchenden Gens in die multiple
Klonierungsstelle des Vektors pGEM-T Easy kloniert, die im 5’-Bereich von dem T7-Promotor und im 3’-
Bereich von dem Sp6-Promotor flankiert wird. (b) Dann wird der Vektor vor dem Sp6- oder dem T7-Promotor
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen aufgeschnitten (rote Pfeile) und aufgereinigt. (c) Jetzt kénnen
ssRNA-Strange der einklonierten Sequenz mit den entsprechenden RNA-Polymerasen hergestellt werden, die
dann im néchsten Schritt (d) hybridisiert werden. (e) Die dsRNA-Strange werden mit dem DICER-Enzym
verdaut, so dass siRNA-Molekiile der GroRe 21-23 bp entstehen.
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4.1.1.2 Funktionelle Uberpriifung der in vitro her gestellten SRNA gegen Par-4

Die Funktionalitdt der hergestellten siRNA gegen Par-4 wurde sowohl durch
Fluoreszenzmikroskopie anhand der Inhibition der Expression von kotransfiziertem Par-4-
GFP-Fusionsprotein als auch durch Western Blot-Analysen anhand der Herunterregulation
der endogenen Par-4-Expression in humanen HelLa-Zellen nachgewiesen. Fir die
fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden REF52.2-Zellen mit 200 ng siRNA-Par-4 und
mit 50 ng des Expressionsplasmids, das fir das Fusionsprotein Par-4-GFP kodiert,
kotransfiziert, nach 48 h fixiert und die Zellen einer DAPI-Farbung unterzogen. Zusétzlich
wurden REF52.2-Zellen als Kontrolle mit 200 ng siRNA-Cx zusammen mit 50 ng des
Expressionsplasmids flr Par-4-GFP kotransfiziert und analysiert. Um die Effektivitat der
Ausschaltung der Par-4-GFP-Expression mittels sSiRNA zu quantifizieren, wurden je Ansatz
100 DAPI-positive Zellen fluoreszenzmikroskopisch ausgezéhlt und die Expression des
Par-4-GFP-Fusionsproteins untersucht. Wie in Abb. 7 A zu sehen ist, betrug der Anteil Par-4-
GFP positiver Zellen 1,7 % nach Transfektion mit siRNA-Par-4 (Abb. 7 A, Sdule 1) gegen-
Uber 58 % Par-4-GFP positiver Zellen im Kontrollansatz (Abb. 7 A, Saule 2). Im Vergleich
zum Kontrollansatz betrug die Herunterregulation des Kkotransfizierten Par-4-GFP demnach
uber 95 %.
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Abb. 7: Die in vitro-hergestellte SRNA gegen Par-4 kann sowohl kotransfiziertes Par-4-GFP-Protein wie
auch das endogene Par-4-Protein herunterregulieren. (A) REF52.2-Zellen wurden mit 200 ng siRNA-Par-4
und 50 ng des Par-4-GFP-Expressionsplasmids oder als Kontrolle mit 200 ng siRNA-Cx und 50 ng des Par-4-
GFP-Expressionsplasmids kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne
mit DAPI angeférbt. Die Auswertung erfolgte durch direkte Fluoreszenzmikroskopie. Jeweils 100 DAPI-positive
Zellen wurden auf Expression von Par-4-GFP hin untersucht und ausgezahlt. Der prozentuale Anteil Par-4-GFP
positiver Zellen von 100 DAPI-positiven Zellen ist im Saulendiagramm graphisch dargestellt. (B) HeLa-Zellen
wurden mit 2,5 pg siRNA-Par-4 oder als Kontrolle mit 2,5 pug siRNA-Cx transfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellen lysiert und jeweils 10 pg Gesamtprotein-Zellextrakt in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine Western Blot-Membran (bertragen. Der Nachweis des endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit einem
polyklonalen anti-Par-4-Antikorper und der Nachweis des endogenen a-Tubulin-Proteins als interner Standard
mit einem monoklonalen anti-a-Tubulin-Antikdrper. Die Intensitat der Proteinbanden wurde densitometrisch
bestimmt, um die relative Par-4-Proteinmenge in den Gesamtprotein-Zellextrakten zu berechnen.
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Um die Funktionalitdt der hergestellten siRNA-Par-4 gegenuber endogenem Par-4 zu
Uberprifen, wurden humane HeLa-Zellen mit 2,5ug siRNA-Par-4 und als Kontrolle mit 2,5
Hg SiRNA-Cx transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und jeweils 10 pg der
Gesamtprotein-Zellextrakte in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend mit
Hilfe der Western Blot-Technik analysiert. Der immunologische Nachweis des endogenen
Par-4-Proteins erfolgte mit Hilfe eines polyklonalen anti-Par-4-Antikorpers. Als Mengen-
abgleich der geladenen Proteinmenge wurde zuséatzlich endogenes a-Tubulin mit Hilfe eines
monoklonalen anti-a-Tubulin-Antikorpers nachgewiesen. Das Ergebnis in Abb. 7 B zeigt,
dass nach Transfektion der HelLa-Zellen mit siRNA-Par-4 (Abb. 7 B unten, Spur 1) die
Expression des endogenen Par-4-Proteins gegeniiber dem Kontrollansatz (Abb. 7 B unten,
Spur 2) stark abnimmt. Um die Effektivitat der eingesetzten SiRNA-Par-4 quantitativ
bestimmen zu kdnnen, wurde die Intensitét der einzelnen Proteinbanden auf der Western Blot-
Membran densitometrisch gemessen. Dann wurde das relative Verhaltnis der Par-4-Protein-
menge zur entsprechenden o-Tubulin-Proteinmenge berechnet, dabei wurde das relative
Verhaltnis Par-4/a-Tubulin des Kontrollansatzes als 100 % festgesetzt. Anschlielend wurde
im Vergleich zur Kontrolle das relative Verhéltnis Par-4/a-Tubulin im siRNA-Par-4-Ansatz
berechnet. Die quantitative Auswertung zeigte, dass die relative Par-4-Proteinmenge in dem
SiRNA-Par-4-Ansatz nur 39 % betrug im Gegensatz zu 100 % im Kontrollansatz (siehe Abb.
7 B). Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass durch die Transfektion der in vitro
hergestellten siRNA gegen Par-4 sowohl die ektopische als auch die endogene Expression

von Par-4 effektiv herunterreguliert werden konnte.

4.1.1.3 Uberprifung der Funktionalitit von Cy3-gekoppelter sSIRNA gegen
humanes Par-4 sowie Par-4 ausder Ratte
Die in vitro-Herstellung von siRNA (siehe 4.1.1.1) hat den Vorteil, dass die hergestellte
SiRNA ein Gemisch aus verschiedenen Teilsequenzen der Par-4-cDNA darstellt, somit sehr
aktiv und vor allem gegen RNA jeder Spezies gerichtet ist. Der Nachteil der Methode ist
allerdings, dass die Ausbeute an siRNA sehr gering und das Verfahren sehr aufwendig und
langwierig ist. Aus diesem Grund sollten siRNA-Molekiile gegen humanes Par-4 sowie Par-4
aus der Ratte von der Firma Dharmacon synthetisiert werden. Um die Aufnahme der siRNA
nach der Transfektion in die Zellen anhand immunfluoreszenzmikroskopischer Analysen
uberprifen zu konnen, wurde die siRNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelt. Fr
die Synthese der siRNA gegen humanes Par-4 wurde eine bereits bekannte Sequenz gegen die
Par-4-mRNA verwendet (Kawai et al., 2003). Da diese siRNA aufgrund hoher
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Sequenzunterschiede nicht gegen Par-4 aus der Ratte verwendet werden konnte, wurde eine

zusétzliche siRNA-Par-4-Sequenz des Ratten-Orthologs ausgewahlt (siehe 2.8).

Abb. 8: Uberprifung der Funktionalitit von Cy3-gekoppelter sRNA gegen humanes Par-4 sowie Par-4
aus der Ratte. (A) HeLa-Zellen wurden mit 0, 20, 40 oder 100 pmol siRNA-Cy3 gegen humanes Par-4
transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Zellernte und -lyse. 10 ug der Gesamtprotein-Zellextrakte wurden in einer
10%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und die endogene Par-4-Proteinmenge in einem Western Blot mittels
polyklonalem anti-Par-4-Antikorper detektiert. Als Mengenabgleich der geladenen Proteinmengen wurde die
endogene o-Tubulin-Proteinmenge mit einem monoklonalem anti-a-Tubulin-Antikdrper detektiert. (B) Hela-
Zellen wurden mit 0, 10 oder 50 pmol siRNA-Cy3 gegen humanes Par-4 transfiziert. Nach 48 h wurden die
Zellen fixiert und anschlieBend immunzytochemisch mit einem polyklonalen anti-Par-4-Antikorper und einem
Alexa 488-fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-Antikdrper gefarbt sowie einer DAPI-Farbung unterzogen. Die
Auswertung erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop. Balken 10 um. (C) REF52.2-Zellen wurden mit
0, 100, 500, 1000 oder 1500 pmol siRNA-Cy3 gegen Par-4 aus der Ratte transfiziert. Die weitere Auswertung
erfolgte wie unter (A) beschrieben. (D) REF52.2-Zellen wurden mit O oder 1500 pmol siRNA-Cy3 gegen Par-4
aus der Ratte transfiziert. Die weitere Auswertung erfolgte wie unter (B) beschrieben. Balken 10 pm.

Fur den Funktionalitatstest der Cy3-gekoppelten siRNA wurden humane HeLa-Zellen mit O-
100 pmol oder die Ratten-Fibroblasten-Zellinie REF52.2 mit 0-1500 pmol siRNA gegen
humanes Par-4 bzw. Par-4 aus der Ratte transfiziert. Fur die Western-Blot-Analyse wurden
die Zellen 48 h nach der Transfektion lysiert und 10 pg des Gesamtprotein-Zellextrakts in
einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Ubertragung der Proteinbanden auf eine
Nitrozellulose-Membran wurde das endogene Par-4-Protein immunologisch mit einem
polyklonalem anti-Par-4-Antikorper detektiert. Die Féarbung derselben Blot-Membran mit
einem monoklonalen anti-o-Tubulin-Antikérper diente dem Abgleich der aufgetragenen
Proteinmengen. Fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden die transfizierten Zellen
nach 48 h fixiert und das endogene Par-4-Protein mit einem polyklonalen anti-Par-4-
Antikorper und einem Alexa 488-fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-Antikorper
angeféarbt. Die Western Blot-Analyse in Abb. 8 A verdeutlicht, dass die HelLa-Zellen eine
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starke Expression von endogenem Par-4 aufweisen (Abb. 8 A unten, Spur 1). Jedoch konnte
nach der Transfektion von 20 pmol und 40 pmol siRNA (Abb. 8 A unten, Spur 2 und 3) nur
eine schwache Par-4-Proteinbande detektiert werden, und nach Transfektion von 100 pmol
SIRNA war kaum noch endogenes Par-4-Protein nachzuweisen (Abb. 8 A unten, Spur 4).
Dieses Ergebnis konnte anhand von Immunfluoreszenzanalysen bestétigt werden (Abb. 8 B).
In den Kontrollzellen, die nicht mit siRNA transfiziert waren, konnte eine starke Par-4-
Farbung am Aktin-Zytoskelett nachgewiesen werden (Abb. 8 B, a). Bereits nach Transfektion
der HeLa-Zellen mit 10 pmol siRNA gegen Par-4 war die Farbung der HeLa-Zellen mit dem
anti-Par-4-Antikorper sehr schwach (Abb. 8 B, b), und nach Transfektion von 50 pmol
SsiRNA-Par-4 konnte kaum noch endogenes Par-4-Protein detektiert werden (Abb. 8 B, c).
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Cy3-gekoppelte siRNA gegen humanes Par-4
funktionell ist und das endogene Par-4-Protein in den HelLa-Zellen sehr effektiv
herunterreguliert werden kann. Im Gegensatz zu der siRNA gegen humanes Par-4 war die
Cy3-gekoppelte siRNA gegen Par-4 aus der Ratte nicht so wirksam. Die Western Blot-
Analyse in Abb. 8 C zeigte, dass die endogene Par-4-Protein-Menge in den REF52.2-Zellen
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8 C unten, Spur 1) selbst nach Transfektion mit 1500 pmol
SIRNA (Abb. 8 C unten, Spur 5) nur geringfugig herunterreguliert werden konnte. Die
immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse der Expression des endogenen Par-4-Proteins in
den REF52.2-Zellen verdeutlicht, dass das endogene Par-4-Protein am Aktin-Zytoskelett
lokalisiert ist (Abb. 8 D, a). Auch nach der Transfektion von 1500 pmol siRNA-Par-4 war
eine starke Par-4-Expression in den Zellen nachweisbar (Abb. 8 D, b), wodurch deutlich
wurde, dass in den Ratten-Fibroblasten keine zufriedenstellende Herunterregulation der
endogenen Par-4-Expression durch den Einsatz der Cy3-gekoppelten siRNA gegen Par-4 der
Ratte erreicht werden konnte. Aus diesem Grund wurden fiir die nachfolgenden

Untersuchungen nur die humanen HeLa-Zellen herangezogen.

4.1.1.4 Herstellung eines Expressionsplasmids fur die in vivo-Herstellung von siRNA-
Par-4
Fur die in vivo-Herstellung von siRNA-Par-4 wurde das siRNA-Expressionsplasmid
pSUPER-KawPar4 konstruiert (Abb. 9). Hierfir wurden Oligonukleotide verwendet, die die
funktionelle siRNA-Sequenz beinhalten, die bereits fur die Cy3-gekoppelte siRNA gegen
humanes Par-4 verwendet wurde (siehe 4.1.1.3). Die Oligonukleotide 5 siKawSuper und 3’
siKawSuper, die Restriktionsschnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Bglll und
Hindlll aufweisen, wurden hybridisiert und anschlieBend in den Vektor pSUPER.neo+gfp
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direkt hinter den RNA-Polymerase Il Promotor H1 einkloniert. Das hergestellte Plasmid-
konstrukt, bezeichnet als pSUPER-KawPar4, wurde anschlieBend durch Sequenzierung
Uberprift. Wird der Vektor pSUPER-KawPar4 in eukaryontische Zellen transfiziert,
synthetisiert die endogene RNA-Polymerase Ill die hinter dem H1-Promotor liegende
Sequenz bis zum Stopp-Signal. Der so gebildete RNA-Strang faltet sich zu einer short hairpin
RNA (shRNA) zusammen und wird anschlieend durch zelleigene Enzyme zu siRNA-
Molekiilen von 21-23 bp Lénge prozessiert. In Abb. 9 ist dieser Prozess schematisch

verdeutlicht.

Abb. 9: Schematische Darstellung der in vivo-Herstellung von siRNA gegen humanes Par-4. (a) Das
SiRNA-Expressionsplasmid pSUPER.neo+gfp besitzt hinter dem RNA-Polymerase 111 Promotor H1 (blaues
Feld) eine multiple Klonierungsstelle, (ber die hybridisierte Oligonukleotide (5 siKawSuper und 3
siKawSuper) einkloniert werden konnen. Zusatzlich enthalt das Plasmid eine GFP-Expressionskassette (griines
Feld) sowie eine Neomycin-Expressionskassette (graues Feld), die eine Antibiotika-Selektion der transfizierten
Zellen ermdglicht. (b) Die Oligonukleotide werden so ausgewahlt, dass sich nach der Hybridisierung zwei
Restriktionsiiberhdnge an dem dsDNA-Strang befinden (rot), Gber den die Klonierung in den Vektor erfolgen
kann. Der 19 nt langen siRNA-Sequenz gegen humanes Par-4 (blau) folgt ein Platzhalter von 9 nt Lange (grun),
nach dem die 19 nt lange siRNA-Par-4-Sequenz revers wiederholt wird (blau). Als Stopp-Signal fur die RNA-
Polymerase Il dienen fiinf Thymidinbasen (gelb). (c) Die RNA-Polymerase Ill synthetisiert nach der
Transfektion des Vektors in der Zelle einen RNA-Strang, der sich zu einer so genannten sShRNA
zusammenlagert, wobei die Schleife aus dem 9 nt langen Platzhalter gebildet wird. (d) Zelleigene Enzyme
prozessieren die sShRNA zu siRNA-Molekillen von 21-23 bp Lénge, die in der Lage sind, die Degradation der
Par-4 mRNA einzuleiten.

HeLa-Zellen wurden transient mit dem siRNA-Expressionsplasmid pSUPER-KawPar4 oder
als Kontrolle mit dem leeren Plasmid pSUPER.neo+gfp transfiziert. Nach 48 h erfolgte die
Zellyse und jeweils 10 pug des Gesamtprotein-Zellextraktes wurden in einer 10 %-igen SDS-
PAGE aufgetrennt. Durch Western Blot-Analysen mit einem polyklonalen anti-Par-4-
Antikorper wurde das endogene Par-4-Protein detektiert. Die Féarbung derselben Western
Blot-Membran mit einem monoklonalen anti-o-Tubulin-Antikorper diente wiederum dem

Abgleich der aufgetragenen Proteinmengen. Das Ergebnis in Abb. 10 verdeutlicht, dass das
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endogene Par-4-Protein nach der Transfektion der HeLa-Zellen mit dem pSUPER-KawPar4-
Plasmid (Abb. 10 unten, Spur 2) gegeniiber der Kontrolle (Abb. 10 unten, Spur 1)
herunterreguliert wird. Um die Effektivitat der in vivo synthetisierten sSiRNA gegen Par-4 zu
quantifizieren, wurde die Intensitdt der Proteinbanden auf der Western Blot-Membran
densitometrisch gemessen und die relativen Par-4-Proteinmengen in den Gesamtprotein-
Zellextrakten, wie unter 4.1.1.2 bereits beschrieben, berechnet. Die quantitative Auswertung
zeigte, dass die relative Par-4-Proteinmenge in den mit dem Plasmid pSUPER-KawPar4
transfizierten HeLa-Zellen nur 64 % im Vergleich zur relativen Par-4-Proteinmenge im
Kontrollansatz (100 %) betrug.

M .
g§ 3‘§” Abb. 10: Uberprifung der Funktionalitdt des SIRNA-
aox 4:_:3* Expressionsplasmids pSUPER-KawPar4 gegen humanes
PP Par-4. HeLa-Zellen wurden transient mit dem Vektor pSUPER-
& QQ’ KawPar4 oder als Kontrolle mit dem leeren Vektor
O )
,go 50 pSUPER.neo+gfp transfiziert. 48 h nach der Transfektion erfolgte

die Zellernte und -lyse. 10 pg der Gesamtprotein-Zellextrakte
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Nitrozellulose-Membran  transferiert. Der Nachweis des
endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit einem polyklonalen anti-
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4115 Herstellung einer stabil SRNA-Par-4 exprimierenden Zellinie

Nachdem die Wirksamkeit des siRNA-Par-4-Expressionsplasmids pSUPER-KawPar4
Uberprift wurde (siehe 4.1.1.4), sollten HeLa-Zellinien hergestellt werden, die stabil sSIRNA
gegen Par-4 exprimieren. Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen entweder mit dem Vektor
pSUPER-KawPar4 oder mit dem leeren Kontrollvektor pSUPER.neo+gfp transfiziert und
nach 72 h mit 700 ng/ul Geneticindisulfat (G418) selektioniert. Es konnte nur 1 HelLa-
Zellklon (bezeichnet als Hela-siPar4) etabliert werden, der stabil sSiRNA-Par-4 exprimiert,
obwohl mehrere Transfektionsexperimente durchgefiihrt wurden und die Selektions-
bedingungen variiert wurden. Im Gegensatz dazu konnten mehrere HelLa-Zellklone etabliert
werden, die den Kontrollvektor pSUPER.neo+gfp stabil exprimierten. Drei Zellklone,
bezeichnet als HelLa-si & -1, -2 und -3, wurden flr die weiteren Analysen isoliert und in
Kultur genommen. Als néchstes wurde die Expressionsstarke des endogenen Par-4-Proteins in
der Zellinie HeLa-siPar4 sowie in der Kontroll-Zellinie HelLa-siJ-3 mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie und Western Blot-Technik untersucht. Fir die Western Blot-

Analysen wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein-Zellextrakt der Zellinie HeLa-siPar4 sowie
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der Kontroll-Zellinie HeLa-si & -3 durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine
Western Blot-Membran transferiert. Der immunologische Nachweis der endogenen Par-4-
Proteinmenge wurde mit Hilfe eines polyklonalen anti-Par-4-Antikorpers bestimmt, als
Mengenabgleich wurde auf der selben Blot-Membran das endogene a-Tubulin-Protein mit

einem anti-a-Tubulin-Antikérper nachgewiesen.

Abb. 11: Uberprifung der stabil SRNA gegen Par-4 exprimierenden Zellinie Hel a-siPar4 sowie der
Kontroll-Zellinie HeLa-s & -3. (A) Die Gesamtprotein-Zellextrakte von den stabil transfizierten Hela-
Zellinien Hela-siPar4 und HelLa-si & -3 wurden in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Western Blot-Membran transferiert. Der Nachweis des endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit einem
polyklonalen anti-Par-4-Antikorper, das endogene a-Tubulin-Protein wurde mit einem monoklonalen anti-a.-
Tubulin-Antikdrper detektiert. Die Intensitat der Proteinbanden wurde densitometrisch bestimmt und die relative
Par-4-Proteinmenge in den Gesamtprotein-Zellextrakten berechnet. (B) Die stabil transfizierten HeLa-Zellinien
Hela-siPar4 und HeLa-si & -3 wurden fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse mit einem polyklonalen anti-
Par-4-Antikorper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-Antikérper gefarbt sowie einer DAPI-
Féarbung unterzogen. Die Analyse der Zellen erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop. Balken 20 pm.

Das Ergebnis in Abb. 11 A zeigt, dass die Expression des endogenen Par-4-Proteins in der
stabil transfizierten Zellinie HelLa-siPar4 (Abb. 11 A unten, Spur 2) im Vergleich zur
Kontroll-Zellinie HeLa-si & -3 (Abb. 11 A unten, Spur 1) herunterreguliert ist. Die
Quantifizierung der endogenen relativen Par-4-Proteinmenge zeigte weiterhin, dass die Par-4-
Proteinmenge der Zellinie HeLa-siPar4 nur 45 % im Vergleich zur relativen Par-4-Protein-
menge in der Zellinie HelLa-si & -3 betrug. Fir die Immunfluoreszenzanalysen wurde das
endogene Par-4-Protein in der Zellinie HeLa-siPar4 und in der Kontroll-Zellinie HeLa-si & -3
mit Hilfe eines polyklonalen anti-Par-4-Antikdrpers und eines Cy3-fluoreszenzmarkierten
anti-Kaninchen-Antikorpers detektiert. Das Ergebnis in Abb. 11 B verdeutlicht, dass die
Kontroll-Zellinie eine starke endogene Par-4-Expression aufweist und das Par-4-Protein mit
den Spannungsfasern des Aktin-Zytoskeletts assoziiert ist (Abb. 11 B, a). In der Zellinie
HeLa-siPar4, die stabil SiRNA gegen Par-4 exprimiert, wurde ebenfalls endogenes Par-4-
Protein detektiert, die Zellen wiesen allerdings eine durchweg kleinere Zellmorphologie im
Vergleich zur Kontroll-Zellinie auf (Abb. 11 B, b). Abschlielend kann man festhalten, dass
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die Zellinie HeLa-siPar4 stabil siRNA-Par-4 exprimiert. Die exprimierte SiIRNA gegen Par-4
reichte jedoch nicht aus, um die endogene Par-4-Expression vollstdndig zu inhibieren. Aus

diesem Grund wurde auf weitere Studien mit der Zellinie HeLa-siPar4 verzichtet.

4.1.2 Inhibition der Par-4-Funktion durch den Einsatz dominant-negativer
Par-4-M utanten
Zusétzlich zur Inhibition der endogenen Par-4-Expression durch die siRNA-Technik sollten
Mutanten von Par-4 identifiziert werden, die einen dominant-negativen Effekt gegenuiber dem
Par-4 wt-Protein ausuben und somit moglicherweise in der Lage sind, die Funktion des Par-4-
Proteins zu unterdriicken. Das pro-apoptotische Protein Par-4 ist nach alleiniger Expression
nicht in der Lage, in Ratten-Fibroblasten die Apoptose zu induzieren. Eine Koexpression von
Par-4 zusammen mit seinem Interaktionspartner, der Serin/Threonin-Kinase DIk, fuhrt in
diesen Zellen allerdings zu einer Translokation der DIk aus dem Zellkern in das Zytoplasma,
wo sie mit Par-4 am Aktin-Zytoskelett kolokalisiert. Die Kolokalisation von Par-4 und der
DIk an den Aktinfilamenten induziert eine starke Veranderung des Aktin-Zytoskeletts und die
Apoptose (Page et al., 1999). Die Identifizierung potentiell dominant-negativer Par-4-
Mutanten sollte nun anhand ihrer Fahigkeit zur Blockierung der Par-4/Dlk-vermittelten
Apoptose in der Ratten-Fibroblasten-Zellinie REF52.2 erfolgen. Zu diesem Zweck wurden
REF52.2-Zellen mit Par-4 und DIk sowie mit den zu untersuchenden Par-4-Mutanten
kotransfiziert. Die Identifizierung apoptotischer Zellen erfolgte immunfluoreszenz-
mikroskopisch anhand morphologischer Merkmale wie der Blasenbildung der
Plasmamembran (membrane blebbing), der Fragmentierung des Zellkerns sowie der
Chromatinkondensation. Die Abb. 12 zeigt exemplarisch die morphologischen Merkmale
einer nicht apoptotischen REF52.2-Zelle nach Transfektion mit FLAG-Par-4 wt (Abb. 12 A)
oder GFP-DIk (Abb. 12 B) sowie die morphologischen Merkmale einer apoptotischen
REF52.2-Zelle nach Kotransfektion von FLAG-Par-4 wt und GFP-DIk (Abb. 12 C). Das
FLAG-Par-4 wt-Fusionsprotein wurde in diesen Versuchen mit einem anti-FLAG-Antikdérper
und einem Cy3-markierten anti-Maus-Antikorper angefarbt, die Visualisierung der Zellkerne
erfolgte mittels DAPI-Farbung. In einer nicht-apoptotischen Zelle, die mit FLAG-Par-4 wt
transfiziert wurde, lokalisiert das Fusionsprotein FLAG-Par-4 wt an den Spannungsfasern des
Aktin-Zytoskeletts (Abb. 12 A, a), die DAPI-Farbung des Zellkerns zeigt, dass dieser keine
morphologischen Merkmale der Apoptose aufweist (Abb. 12 A, b). Das GFP-DIk-
Fusionsprotein ist nach ektopischer Expression im Zellkern sowohl diffus verteilt wie auch in

so genannten ,,speckles* zu finden (Abb. 12 B, a und c). Die Visualisierung des Zellkerns
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verdeutlicht, dass dieser vollig intakt ist (Abb. 12 B, b). In einer apoptotischen Zelle, gezeigt
in Abb. 12 C, kolokalisiert das pro-apoptotische Protein FLAG-Par-4 wt mit dem
koexprimierten GFP-DIk-Fusionsprotein am stark kontrahierten Aktin-Zytoskelett (Abb. 12
C, d) und der Zellkern ist bereits stark fragmentiert (Abb. 12 C, c).

Abb. 12: Einzelexpression von Par-4 und DIk oder Koexpression von Par-4 und DIk in REF52.2-Z¢ellen.
(A) REF52.2-Zellen wurden mit FLAG-Par-4 transfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Die Detektion
des FLAG-Par-4-Fusionsproteins erfolgte mittels anti-FLAG-Antikdrper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten
anti-Maus-Antikorper. Die Zellkerne wurden mit dem Farbstoff DAPI angeféarbt. Die Auswertung der Praparate
erfolgte mit dem Axiophot Fluoreszenz-Mikroskop. Balken 10 um. (B) 24 h nach der Transfektion von
REF52.2-Zellen mit GFP-DLK wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit DAPI visualisiert. Die
Auswertung der Préparate erfolgte mit dem Axiophot Fluoreszenz-Mikroskop. Balken 10 pm. (C) REF52.2-
Zellen wurden im Verhéltnis 1:1 mit den Expressionsplasmiden fir FLAG-Par-4 und GFP-DIk kotransfiziert, 24
h nach der Transfektion fixiert und anschlieBend immunzytochemisch mit einem monoklonalen anti-FLAG-
Antikorper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikdrper gefarbt sowie einer DAPI-Férbung
unterzogen. Die Auswertung der Préparate erfolgte mit dem Axiophot Fluoreszenz-Mikroskop. Balken 10 pm.

4.1.2.1 Untersuchung der Par-4-Mutante Par-4-T155A als potentiell dominant-negative
Mutante in der Par-4/DIk-ver mittelten Apoptose

Als erstes sollte die Par-4-Phosphorylierungsmutante Par-4-T155A untersucht werden, die

von Meike Boosen im Rahmen ihrer Doktorarbeit (2007) generiert wurde. In der Mutante

Par-4-T155A ist die AS Threoningss im Ratten-Par-4-Protein durch die AS Alanin

ausgetauscht worden, weshalb die Mutante nicht mehr durch die DIk an der AS Threonin;ss

phosphoryliert werden kann und in ihrer Fahigkeit zur Par-4/DIk-vermittelten Apoptose

beeintrachtigt ist . Nach der Koexpression von Par-4-T155A zusammen mit der DIk kommt es
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nicht zu einer Translokation der Kinase aus dem Zellkern an das Aktin-Zytoskelett und die
Apoptose wird in den Zellen nicht induziert (Dissertation Boosen, 2007).

REF52.2-Zellen wurden als Kontrolle einzeln mit FLAG-Par-4 wt bzw. FLAG-Par-4-T155A
und GFP-DIk transfiziert oder mit FLAG-Par-4 wt bzw. FLAG-Par-4-T155A und GFP-DIk
im Verhaltnis 1:1 kotransfiziert. Um den Effekt der Mutante Par-4-T155A auf die Par-4/DIk-
induzierte Apoptose zu untersuchen, wurden REF52.2-Zellen mit FLAG-Par-4 wt, GFP-DIk
und FLAG-Par-4-T155A im Verhéltnis 1:1:1 kotransfiziert. 24 h nach der Transfektion
wurden die Zellen fixiert und die FLAG-Fusionsproteine mit einem monoklonalen anti-
FLAG-Antikorper sowie einem Cy3-gekoppelten anti-Maus-Antikdrper immunologisch
detektiert. Die Zellkerne wurden mit dem DAPI-Farbstoff visualisiert. Um die potentielle
dominant-negative Wirkung der Mutante Par-4-T155A in der Par-4/Dlk-vermittelten
Apoptose quantitativ zu ermitteln, wurden in drei unabhdngigen Experimenten jeweils 100
transfizierte Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert und die Apoptoserate anhand
morphologischer Merkmale der Apoptose (siehe auch Abb. 12 C) prozentual bestimmt.
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Abb. 13: Apoptose-Induktion in REF52.2-Z€llen durch ektopische Expression von Par-4 wt, Par-4-T155A
und DIk. REF52.2-Zellen wurden transfiziert mit FLAG-Par-4 wt, FLAG-Par-4-T155A, GFP-DIk oder
kotransfiziert mit FLAG-Par-4 wt und GFP-DIk, FLAG-Par-4-T155A und GFP-DIk oder FLAG-Par-4 wt,
FLAG-Par-4-T155A und GFP-DIlk. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion fixiert und anschliefend
immunzytochemisch mit einem monoklonalen anti-FLAG-Antikérper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten
anti-Maus-Antikorper gefarbt sowie einer DAPI-Farbung unterzogen. Dann wurde der Anteil apoptotischer
Zellen durch fluoreszenzmikroskopische Analyse unter den transfizierten Zellen ermittelt. Im Diagramm sind die
Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten dargestellt, in denen jeweils 100 Zellen ausgezéhlt wurden.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die quantitative Auswertung dieses Experiments ist in Abb. 13 in einem S&ulendiagramm
graphisch dargestellt. Die Apoptoserate betrug nach der Einzelexpression von DIk 3 % (Abb.
13, Séule 2) und nach der Einzelexpression von Par-4-T155A 4 % (Abb. 13, Saule 3). Das
Par-4 wt-Protein induzierte hingegen in 18 % der Zellen die Apoptose (Abb. 13, Sdule 1). Die
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Apoptoserate betrug etwa 42 % nach der Koexpression von Par-4 und DIk (Abb. 13, Saule 4),
im Gegensatz dazu wurde die Apoptose nach Koexpression von Par-4-T155A und DIk nur zu
ca. 26 % induziert (Abb. 13, Séule 5). Die Koexpression von Par-4-T155A zusatzlich zu Par-4
wt und DIk induzierte die Apoptose in 42 % der transfizierten Zellen (Abb. 13, S&ule 6).
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Experiments, dass die Mutante Par-4-T155A
nicht in der Lage ist, die Par-4/DIk vermittelte Apoptose in REF52.2-Zellen zu blockieren.

4.1.2.2 Untersuchung von Par-4-Deletionsmutanten als potentiell dominant-negative
Mutanten in der Par-4/DIk-induzierten Apoptose
In einem weiteren Experiment sollten die von Dr. Susanne Vetterkind im Rahmen ihrer
Doktorarbeit (2003) hergestellten Par-4-Deletionsmutanten ANgi-332, ACi.233, AC1266 UNd
ANggs-332 auf eine potentielle dominant-negative Funktion in der Par-4/Dlk-vermittelten
Apoptose in REF52.2-Zellen untersucht werden. Die Par-4-Deletionsmutanten ANgj-332 (AS
41-332) und ANgs-332 (AS 266-332) sind N-terminal deletiert, wobei der Mutante ANyj-33,
nur die ersten 40 AS und damit die erste Kernlokalisationssequenz fehlt. Die Mutante ANygs-
332 (AS 266-332) besteht ausschlieRlich aus der C-terminalen Todesdomane und dem Leucin-
Zipper von Par-4. Der C-terminal deletierten Par-4-Mutante ACi.,33 (AS 1-233) fehlt die
komplette Todesdomane mit dem Leucin-Zipper, der C-terminal deletierten Par-4-Mutante
ACi-266 (AS 1-266) fehlt nur der Leucin-Zipper. Alle vier Par-4-Deletionsmutanten ANgj.332,
ACi-233 AC1-266 UNd AN2gs-332 Weisen nach der Expression in REF52.2-Zellen eine schwéchere
Anbindung an das Aktin-Zytoskelett im Vergleich zu Par-4 wt auf. Des Weiteren korreliert
die Beeintrachtigung der Aktin-Zytoskelett-Bindung der Par-4-Deletionsmutanten mit einer
verringerten Fahigkeit zur Induktion der Apoptose (Vetterkind et al., 2005b). Um die Par-4-
Deletionsmutanten in der direkten Fluoreszenzmikroskopie untersuchen zu kénnen, wurden
die entsprechenden cDNA-Sequenzen in den pEGFP-N1-Vektor kloniert. Zu diesem Zweck
wurden die Par-4-cDNA-Deletionskonstrukte ANgi-332, ACi.233 und AC;-266 zuerst mit Hilfe
einer PCR durch den Einsatz entsprechender Oligonukleotide amplifiziert und anschliel3end
mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Agel in das Plasmid pEGFP-N1 kloniert. Als
Matritzen-DNA in der PCR diente die vollstandige cDNA-Sequenz von Par-4 aus der Ratte.
Fur die Amplifikation des Par-4-ANg;-33-Fragments wurden die Oligonukleotide 5 Par4-
193-EcoRl und Par4 Agel reverse verwendet, fur die Amplifikation des Par-4-AC;.ps3-
Fragments wurden die Oligonukleotide 5 PAR4 DASH EcoRI und 3’ Par4-771-Agel und fiir
die Amplifikation des Par-4AC; 66 -Fragments wurden die Oligonukleotide 5 PAR4 DASH

EcoRl und 3 Par4-870-Agel eingesetzt. Die hergestellten Plasmidkonstrukte wurden als
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PEGFP-N1-Par4ANgsi-332, PEGFP-N1-Par4AC;.,33 und pEGFP-N1-PardAC;.,66 bezeichnet.
Das Expressionsplasmid pEGFP-N1-Par4ANss-332 wurde bereits von Dr. Susanne Vetterkind
hergestellt und konnte direkt in den Experimenten eingesetzt werden.

Fir die Untersuchung der Par-4-Deletionsmutanten ANg;-33-GFP, AC;233-GFP, ANggs-332-
GFP und AC;.266-GFP wurden die entsprechenden Expressionsplasmide in REF52.2-Zellen
zusammen mit Par-4-GFP wt und FLAG-DIk kotransfiziert. Als Kontrolle wurden die
REF52.2-Zellen nur mit FLAG-DIk und Par-4-GFP wt bzw. mit FLAG-DIk und den
verschiedenen Par-4-Mutanten ANgj.33-GFP, ACji.233-GFP, ANggs-332-GFP und ACj.p66-GFP
kotransfiziert. Fur die Transfektion wurden die Expressionsplasmide fiir Par-4-GFP wt und
fir FLAG-DIk in einem Verhéltnis von 2:1 eingesetzt, das Verhaltnis der Expressions-
plasmide fur Par-4-GFP wt und fir die verschiedenen Par-4-GFP-Deletionskontrukte betrug
1:1. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion fixiert, immunzytochemisch mit einem
anti-FLAG-Antikorper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikorper geférbt
und die Zellkerne durch eine DAPI-Farbung sichtbar gemacht. Um die Apoptoseraten
quantitativ zu ermitteln, wurden in drei unabhangigen Experimenten jeweils 100 transfizierte
Zellen analysiert und der Anteil apoptotischer Zellen anhand morphologischer Merkmale
(siehe auch Abb. 12 C) bestimmit.
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Abb. 14: Apoptose-Induktion in REF52.2-Zellen durch ektopische Expression von Par-4 wt, Par-4-
Deletionsmutanten und DIk. REF52.2-Zellen wurden (wie angegeben) entweder mit FLAG-DIk und Par-4-
GFP wt bzw. mit FLAG-DIk und den Par-4-GFP-Deletionsmutanten ANgj_332, ACj.533 AC1.065 UNd ANpgg.33, Oder
mit FLAG-DIk, Par-4-GFP wt und den Par-4-GFP-Deletionsmutanten ANy1.332, AC1_233V AC1 266 und ANog6.332
kotransfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und immunzytochemisch mit einem
monoklonalen anti-FLAG-Antikdérper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikérper gefarbt
sowie einer DAPI-Farbung unterzogen. Dann wurde der Anteil apoptotischer Zellen durch
fluoreszenzmikroskopische Analyse unter den transfizierten Zellen ermittelt. Im Diagramm sind die Mittelwerte
aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt, in denen jeweils 100 Zellen ausgezahlt wurden. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in einem S&ulendiagramm in Abb. 14 dargestellt. Par-4 wt
induzierte zusammen mit DIk in 36 % der REF52.2-Zellen die Apoptose (Abb. 14 A, Saule
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1). Die Apoptoserate nach Koexpression der Par-4-Deletionsmutanten und DIk betrug flr
AN41.332 15% (Abb. 14 A, Saule 6), fiir ACy1.33 14 % (Abb. 14 A, Séaule 7). filr ANogg.332 4 %
(Abb. 14 A, Saule 8) und fir ACy1266 12 % (Abb. 14 A, Séule 9). Die zusétzliche Expression
von ANgi.332 zu Par-4 wt und DIk induzierte die Apoptose in 36 % der Zellen (Abb. 14 A,
Saule 2). Die Koexpression der Par-4-Mutante AC;.233 zusammen mit Par-4 wt und der DIk
fihrte zu einer Apoptoserate von 42 % (Abb. 14 A, Saule 3). Nach der zuséatzlichen
Expression von ANjgs.33, betrug die Apoptoserate 36 % (Abb. 14 A, Séule 4) und nach
zusétzlicher Expression von AC;..¢ betrug die Apoptoserate 31 % (Abb. 14 A, Séule 5).
Durch den Einsatz der Par-4-Deletionsmutanten im Verhdltnis 1:1 zu Par-4 wt konnte
demnach keine signifikante Blockierung der Par-4/DIk-vermittelten Apoptose in REF52.2-
Zellen beobachtet werden. Da die Moglichkeit bestand, dass die eingesetzten Mengen der
Par-4-Deletionsmutanten nicht ausreichten, um die endogene Funktion von Par-4 wt zu
blockieren, wurde das Verhaltnis der transfizierten Par-4-Deletionsmutanten zu Par-4 wt auf
3:1 erhoht. Es wurde aber auch in diesem experimentellen Ansatz kein dominant-negativer
Einfluss der Par-4-Deletionsmutanten auf die Par-4/Dlk-induzierte Apoptose beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend verdeutlichen diese Experimente, dass keine der

untersuchten Par-4-Deletionsmutanten die Par-4/DIk-induzierte Apoptose blockieren kann.

4.1.2.3 Untersuchung der neuen Par-4-lsoform Par-4/p33 als potentiell dominant-
negative Mutantein der Par-4/DIk-ver mittelten Apoptose
Eine kirzlich veroffentlichte Studie hat gezeigt, dass in embryonalen Stammzellen der Maus
zwei Par-4-1soformen exprimiert werden. Neben dem Par-4 wt-Protein, das eine molekulare
Masse von 38 kDa aufweist (bezeichnet als Par-4/p38), konnte eine zweite Par-4-1soform mit
einer molekularen Masse von 33 kDa (bezeichnet als Par-4/p33) detektiert werden.
Sequenzanalysen der neuen Isoform Par-4/p33 haben gezeigt, dass das Exon 3 in der
Par-4/p33-cDNA komplett herausgespleif3t wird. Dem Par-4/p33-Protein fehlen somit die AS
166-195, die im Par-4 wt-Protein zur SAC-Domadne gehdren (siehe Abb. 15). Es konnte
gezeigt werden, dass die ektopisch exprimierte Isoform Par-4/p33 in den murinen
embryonalen Stammzellen hauptsachlich im Zytosol lokalisiert ist und dort an F-Aktin bindet.
Das ektopisch exprimierte wt-Protein Par-4/p38 findet man nach der Uberexpression
hingegen in den untersuchten Zellen hauptsachlich im Zellkern. Des Weiteren wurde in
Koexpressionsstudien gezeigt, dass die neue Isoform Par-4/p33 in der Lage ist, das Par-4/p38-
Protein zu binden und es im Zytosol zurtickzuhalten. Als Folge dessen wird die Par-4/p38-
induzierte Apoptose blockiert. Aufgrund dieser Ergebnisse haben die Autoren postuliert, dass
die Isoform Par-4/p33 eine dominant-negative Isoform von Par-4/p38 darstellen kénnte und
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die Par-4/p38-abhdngige Apoptose in den murinen Stammzellen regulieren kann (Wang et al.,
2006).

Abb. 15: Schematische Dar stellung der murinen Fusionsproteine Par-4/p38-RFP und Par-4/p33-GFP. Das
obere Bild zeigt das murine wt-Protein Par-4/p38. In der neuen Isoform Par-4/p33 ist das Exon 3 herausgespleif3t
und somit fehlen die AS 166-195 im Par-4/p33-Protein. GFP, grin fluoreszierendes Epitop; RFP, rot
fluoreszierendes Epitop; NLS, Kernlokalisationssequenz; SAC, Selective for Apoptosis induction in Cancer
cells, DD, Todesdomane; LZ, Leucin-Zipper-Motiv.

Es sollte nun experimentell untersucht werden, ob die neue Par-4-Isoform Par-4/p33 aus der
Maus einen dominant-negativen Effekt auf die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose in Ratten-
Fibroblasten ausiiben kann. Zu diesem Zweck wurden uns die Expressionsplasmide fir die
Fusionsproteine Par-4/p33-GFP und fur Par-4/p38-RFP (Maus-Sequenzen von Par-4,
schematische Ubersicht in Abb. 15) freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Bieberich
(Medical College of Georgia, USA) zur Verfligung gestellt. Fir die Untersuchung wurden
REF52.2-Zellen mit Par-4-GFP wt aus der Ratte und mit FLAG-DIk bzw. mit Par-4/p38-RFP
aus der Maus und mit YFP-DIk, mit Par-4/p38-RFP und Par-4/p33-GFP, mit FLAG-DIk und
Par-4/p33-GFP sowie mit Par-4-GFP wt, FLAG-DIk und Par-4/p33-GFP bzw. mit Par-4/p38-
RFP, YFP-DIk und Par-4/p33-GFP kotransfiziert. Fir die Transfektion wurden die
Expressionsplasmide fur DIk und Par-4 wt (Ratte oder Maus) im Verhaltnis 1:2 eingesetzt,
das Verhéltnis der Expressionsplasmide fir Par-4 wt (Ratte oder Maus) und Par-4/p33 betrug
je nach Transfektionsansatz 1:1, 1:3 oder 1:7. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion
fixiert und immunzytochemisch mit einem anti-FLAG-Antikérper und einem Cy3-
gekoppelten anti-Maus-Antikorper sowie mit DAPI gefarbt. Die fluoreszenzmikroskopische
Analyse zeigte, dass die murine Par-4/p38 wt-Form in REF52.2-Zellen, genau wie das Par-4
wt-Protein aus der Ratte, unabhdngig von einer Koexpression von Par-4/p33 an den Aktin-
filamenten lokalisiert war (Daten nicht gezeigt). Fir die Bestimmung der Apoptoserate
wurden je 100 transfizierte Zellen pro Ansatz in drei unabh&ngigen Experimenten anhand
morphologischer Merkmale der Apoptose (siehe auch Abb. 12 C) fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 16 graphisch dargestellt. Im ersten
experimentellen Ansatz betrug das Verhaltnis von Par-4 wt bzw. Par-4/p38 zu Par-4/p33 1:1
(Abb. 16, schwarze S&ulen). Eine Koexpression von Par-4/p38 und Par-4/p33 loste in 21 %
der Zellen Apoptose aus (Abb. 16, schwarze Sdule 1). Nach der Expression von Par-4/p33
zusammen mit DIk betrug die Apoptoserate 19 % (Abb. 16, schwarze Saule 2), nach der
Koexpression von Par-4/p38 und DIk betrug die Apoptoserate 53 % (Abb. 16, schwarze Sdule
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3). Dagegen sank die Apoptoserate nach der Koexpression von Par-4/p33 zusammen mit
Par-4/p38 und DIk auf 37 % ab (Abb. 16, schwarze S&ule 4) im Vergleich zu 53 %
apoptotischer Zellen nach Koexpression von Par-4/p38 und DIk (Abb. 16, schwarze Saule 3).
Das Par-4 wt-Protein induzierte zusammen mit der DIK in 41 % der Zellen die Apoptose
(Abb. 16, schwarze S&ule 5), die Koexpression von Par-4/p33 zusétzlich zu Par-4 wt und DIk
liell die Apoptoserate auf 38 % leicht absinken (Abb. 16, schwarze Séule 6).
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Abb. 16: Apoptose-Induktion in REF52.2-Zellen durch ektopische Expression von Par-4 wt aus der Ratte,
Par-4/p38 und Par-4/p33 aus der Maus und DIk. REF52.2-Zellen wurden mit Par-4-GFP wt bzw. Par-4/p38-
RFP, FLAG-DIk bzw. YFP-DIk und Par-4/p33-GFP in verschiedenen Kombinationen wie angegeben
kotransfiziert. Das fiir die Transfektion eingesetzte Verhaltnis von Par-4 wt (Ratte oder Maus) zu DIk betrug 2:1.
Das Verhaltnis von Par-4 wt (Ratte oder Maus) zu der neuen Isoform Par-4/p33 betrug 1:1 (schwarze Saulen),
1:3 (weille Sdulen) oder 1:7 (graue S&ulen). 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und
anschlieBend immunzytochemisch mit einem monoklonalen anti-FLAG-Antikoérper und einem Cy3-
fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikorper geféarbt sowie einer DAPI-Férbung unterzogen. Dann wurde der
Anteil apoptotischer Zellen durch fluoreszenzmikroskopische Analyse unter den transfizierten Zellen ermittelt.
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei unabhéngigen Experimenten,
bei denen jeweils 100 Zellen pro Ansatz ausgezéhlt wurden.

Um zu uberprifen, ob sich der beobachtete inhibierende Effekt der Par-4-1soform Par-4/p33
auf die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose noch steigern l&sst, wurde die eingesetzte Menge von
Par-4/p33 in den folgenden Experimenten erhoht. Im zweiten Versuchsansatz wurden Par-4
wt bzw. Par-4/p38 und Par-4/p33 im Verhaltnis 1:3 kotransfiziert (Abb. 16, weille Sdulen). Es
zeigte sich, dass durch die Koexpression der Isoform Par-4/p33 die durch Par-4/p38 und DIk
ausgeloste Apoptose von 54 % (Abb. 16, weille Saule 3) auf 34 % (Abb. 16, weilRe Sdule 4)
abgesenkt werden konnte. Auch die Par-4 wt/DIk-vermittelte Apoptose wurde durch die
Koexpression von Par-4/p33 um 11 % von 33 % (Abb. 16, weile Sdule 5) auf 22 %
vermindert (Abb. 16, weille S&ule 6). Im dritten Versuchsansatz wurden Par-4 wt bzw.
Par-4/p38 zu Par-4/p33 in einem Verhaltnis von 1:7 eingesetzt (Abb. 16, graue Saulen). Auch
hier Ubte die Par-4/p33-lIsoform einen dominant-negativen Effekt aus, indem sie die
Apoptoserate von Par-4/p38/DIk (53 %, Abb. 16, graue S&ule 3) um 18 % auf 25 % (Abb. 16,
graue Séule 4) und die Apoptoserate von Par-4 wt/DIk (37 %, Abb. 16, graue Séule 5) um
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22% auf 14 % (Abb. 16, graue Saule 6) verminderte. Zusammenfassend haben die Ergebnisse
der Versuche gezeigt, dass das Par-4/p33-Protein, das eine natlrliche Par-4-Isoform in
murinen embryonalen Stammzellen darstellt, sowohl die Par-4/p38/DIlk- als auch die Par-4
wt/Dlk-vermittelte Apoptose in REF52.2-Zellen inhibieren kann. Obwohl die Isoform
Par-4/p33 die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose nach Koexpression um bis zu 22 % inhibieren
konnte, ist es fraglich, ob der gezeigte dominant-negative Effekt von Par-4/p33 ausreicht, um
die endogene Par-4-Aktivitét in der Zellkultur ausreichend zu blockieren. Aus diesem Grund
wurde die Par-4-1soform Par-4/p33 in den folgenden Untersuchungen nicht zur Inhibition der
endogenen Par-4-Funktion eingesetzt.

4.2 INDUKTION DER ENDOGENEN PAR-4-EXPRESSION DURCH
VERSCHIEDENE STIMULI

Bisher wurde das Par-4-Protein in dieser Arbeit ektopisch in Sdugerzellen exprimiert, um die
Par-4-vermittelte Apoptose zu untersuchen. Ein grof3er Nachteil dieser Methode ist, dass die
Uberexpression von Proteinen nicht dem physiologischen Zustand der Zellen entspricht.
Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit Reagenzien identifiziert werden, mit denen die
Expression von endogenem Par-4 induziert werden kann. Aus friheren Studien war bereits
bekannt, dass die Par-4-Expression durch die Reagenzien lonomycin und Thapsigargin
hochreguliert werden kann (Sells et al., 1994; Hsu et al., 2002). Das Antibiotikum lonomycin
ist ein lonophor aus dem Organismus Streptomyces conglobatus, das Calcium-lonen 1:1 im
Komplex binden kann (Liu & Hermann, 1978). lonomycin kann eine Vielzahl
physiologischer Effekte ausldsen, wie zum Beispiel die Hemmung der ATP-abhédngigen
Akkumulation von Calcium im sarkoplasmatischen Retikulum (Beeler et al., 1979) sowie die
Hemmung der Prozessierung sekretorischer Glykoproteine (Kuznetsov et al., 1992), wodurch
es letztendlich zur Induktion der Apoptose kommt (Aagaard-Tillery & Jelinek, 1995).
Thapsigargin ist ein Sesquiterpen-Lakton aus der Pflanze Thapsia garganica. Die Substanz
kann spezifisch die Ca**-ATPase des ERs (Thastrup et al., 1990) und des Sarkoplasmatischen
Retikulums (Sagara & Inesi, 1991) hemmen und bewirkt in hohen Konzentrationen (> 10 uM)
auch eine Freisetzung von Ca®*-lonen aus den Mitochondrien (Vercesi et al., 1993). Durch
die Hemmung der Ca?*-ATPase nimmt die Konzentration der Ca?*-lonen im ER-Lumen ab,
so dass die Ca**-abhangigen Enzyme des ER ihre Funktion nicht mehr korrekt ausiiben
kdnnen. Als Konsequenz wird die Apoptose induziert (Lamkanfi et al., 2004). Zusatzlich zu
den ER-Stress auslésenden Reagenzien lonomycin und Thapsigargin wurden in den

folgenden experimentellen Ansdtzen weitere Substanzen in Bezug auf ihre Fahigkeit
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Uberprift, die endogene Par-4-Expression in Sdugerzellen zu induzieren. Dazu gehdrten unter
anderem die Zellstress auslésenden Reagenzien Cisplatin und Staurosporin (STS). Cisplatin
ist ein Zytostatikum, dessen Wirkung hauptsachlich auf der Bildung von kovalenten
Addukten mit den Basen in der DNA beruht, wodurch sich DNA-Inter- und -Intrastrang-
Quervernetzungen ausbilden. Durch die Ausbildung der Addukte wird die Konformation der
DNA verandert, wodurch die Replikation und die Transkription beeintrachtigt und im
Folgenden die Apoptose ausgeldst wird (Ubersicht bei Trimmer & Essigmann, 1999). STS ist
ein  Alkaloid aus Sreptomyces staurosporeus. Es interagiert mit der ATP
(Adenosintriphosphat)-Bindungsstelle von Proteinkinasen mit einer hoheren Affinitat als ATP
selbst und kann die Proteinkinase C (Couldwell et al., 1994), die Calmodulin-Kinase, die
myosin light chain-Kinase (MLCK), die Proteinkinase A, und die Proteinkinase G (Ruegg &
Burgess, 1989) hemmen. STS kann in vielen Tumorzellen die Apoptose ausldsen,
wohingegen in normalen Zellen ein Zellzyklus-Arrest am Gi-Kontrollpunkt erfolgt (Crissman
et al., 1991). Fir die Induktion von oxidativem Zellstress wurde das Reagenz
Wasserstoffperoxid (H,O,) eingesetzt. H,O, wird als Nebenprodukt bei der Gewinnung von
ATP in den Mitochondrien erzeugt (Ubersicht bei Cadenas & Davies, 2000). In der Zelle gibt
es eine Vielzahl von Proteinen, darunter auch viele Apoptose-Inhibitoren, die fir die
Neutralisation des Oxidanten zustindig sind (Ubersicht bei Slater et al., 1995). In
Thymuszellen der Ratte ist H,O, in Konzentrationen von 10-30 UM ein sehr effektiver
Apoptoseinduktor (Riou et al., 1998 und Sakamoto et al., 1996), ebenso in humanen HL-60-
Zellen (Sakagami et al., 1996), wohingegen in humanen Lungenadenokarzinom-Zellen sogar
1 mM H,0; fir die Induktion der Apoptose bendtigt wird (Kazzaz et al., 1996). Des Weiteren
sollte die Substanz Interferon y (INF y) zum Einsatz kommen, um die endogene Par-4-
Expression zu induzieren. INF y wird der Klasse der Zytokine zugeordnet und wird von
aktivierten T-Zellen und natirlichen Killerzellen produziert (Hibino et al., 1991). Die
Substanz besitzt antivirale Aktivitat (Vilcek et al., 1985), kann das Tumorwachstum
inhibieren (Gresser et al., 1970; Knight, 1976) und die Apoptose induzieren (Trubiani et al.,
1994; Wu et al., 1996). Um die endogene Par-4-Expression in Sdugerzellen zu induzieren,
sollten auBerdem die zwei synthetischen, zell-permeablen Ceramidanaloga C2-Ceramid (N-
Acetyl-D-erythro-Sphingosin; Obeid et al., 1993) und C8-Ceramid (N-Octanoyl-D-erythro-
Sphingosin, Jarvis et al., 1994) eingesetzt werden, die die Apoptose ausldésen kdnnen. Die
Ceramidanaloga wirken wie die in vivo produzierten Ceramide, die nach der Aktivierung der
Sphingomyelinase produziert werden. Die Sphingomyelinase wird in der Zelle zum Beispiel
durch die Anbindung eines Liganden an den Fas-Rezeptor aktiviert (Cifone et al., 1994). Das
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DHC (C2-Dihydroceramid) ist ein Strukturanalogon des C2-Ceramids, stellt allerdings die
inaktive Form des C2-Ceramids dar (Obeid et al., 1993) und wurde deshalb in den Versuchen

als Kontrolle eingesetzt.

4.2.1 Induktion der Par-4-Expression auf mMRNA-Ebene

Um die verschiedenen Substanzen auszutesten, wurde die Gliom-Zellinie U87-MG
ausgewabhlt, da diese Zellinie ein schwaches Par-4 Expressionsniveau aufweist (Vetterkind et
al., 2005a). Fur die Untersuchung wurden die U87-MG-Zellen fir 8 h mit 50 uM der
Ceramide C2 und C8 behandelt, als Kontrolle diente die Behandlung mit dem inaktiven C2-
Strukturanalog DHC (8 h, 50 uM). Als Kontrolle fur alle anderen Stimuli wurden die Zellen
fir 24 h mit DMSO (0,72 %) behandelt. Die Behandlung der Zellen mit den ER-Stress-
auslosenden Reagenzien lonomycin (10 uM) und Thapsigargin (2 uM) erfolgte fur 24 h bzw.
16 h. Die Behandlung mit INF y (1500 U/ml), dem Breitband-Kinase-Inhibitor STS (10 nM)
und dem Oxidanten H,O, (1 mM) erfolgte fir 16 h. Fir die Induktion von genotoxischem
Stress wurden die Zellen entweder mit UV-Strahlung (150 Joule) oder mit 50 uM Cisplatin
fiir 16 h behandelt. Nach der Behandlung der Zellen wurde die Gesamt-RNA mit TRIzol aus
den Zellen isoliert und mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Die Par-4-mRNA-
Expression wurde in einer PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden 5 Par4-mut-T164 und
Par-4-795-775reverse analysiert, in der ein 273 bp langes DNA-Fragment amplifiziert wurde.
Als Mengenabgleich diente die Amplifikation eines 309 bp langen DNA-Fragments des
Haushaltsgens GAPDH, das mit den Oligonukleotiden ratGAPDH-for und ratGAPDH-rev
generiert wurde. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden anschlieend in einem 2 %-igen
Agarosegel aufgetrennt. Das Ergebnis in Abb. 17 A zeigt, dass die Par-4-mRNA-Expression
nach Behandlung der Zellen mit den Ceramiden C2 (Abb. 17 A oben, Spur 2) und C8 (Abb.
17 A oben, Spur 3) im Vergleich zur DHC-Kontrolle (Abb. 17 A oben, Spur 1) nicht
heraufreguliert wurde. Nach UV-Bestrahlung (Abb. 17 A oben, Spur 8) oder Behandlung der
Zellen mit INF y (Abb. 17 A oben, Spur 9) sowie mit STS (Abb. 17 A oben, Spur 10) und
H,O, (Abb. 17 A oben, Spur 11) konnte ebenfalls keine Erhéhung der Par-4-mRNA-
Expression im Vergleich zum Kontrollansatz (Abb. 17 A oben, Spur 4) detektiert werden. Die
Stimulation der U87-MG-Zellen mit lonomycin (Abb. 17 A oben, Spur 5), Thapsigargin
(Abb. 17 A oben, Spur 6) und Cisplatin (Abb. 17 A oben, Spur 7) induzierte hingegen eine
deutliche Steigerung der Par-4-mRNA-Expression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abb.
17 A oben, Spur 4).
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Abb. 17: Induktion von endogenem Par-4 auf mRNA-Ebene in U87-MG-Zellen durch verschiedene
Stimuli. (A) U87-MG-Zellen wurden mit verschiedenen Stimuli behandelt: 50 pM DHC 8 h, 50 uM Ceramid
C28h, 50 uM Ceramid C8 8 h, 0,72 % DMSO 24 h, 10 uM lonomycin 24 h, 2 uM Thapsigargin 16 h, 50 uM
Cisplatin 16 h, 150 Joule UV 16 h, 1500 U/ml INF y 16 h, 10 nM STS 16 h, 1 mM H,0, 16 h. Danach erfolgte
die Zellyse und Préparation der Gesamt-RNA mit TRIzol. 2,5 pg Gesamt-RNA wurden mit der Reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und einer semiquantitativen RT-PCR-Analyse mit Par-4-spezifischen
sowie GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden unterzogen. Die Analyse der amplifizierten DNA-Fragmente
erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese. (B) Die Intensitdt der PCR-Fragmente im Agarosegel (A) wurde
densitometrisch gemessen und die relative Par-4-Transkriptmenge in den einzelnen Proben in Bezug auf die
entsprechende GAPDH-Kontrolle berechnet. Die Ergebnisse wurden in einem Saulendiagramm graphisch
dargestellt.

Um die Induktion der Par-4-Expression zu quantifizieren, wurde die Intensitat der einzelnen
DNA-Fragmente im Agarosegel densitometrisch bestimmt. Das relative Verhaltnis der Par-4-
Transkriptmenge zur jeweiligen GAPDH-Transkriptmenge wurde berechnet, wobei das
relative Par-4/GAPDH-Verhéltnis der Kontrollansdtze (DHC und DMSO) als 100 %
festgesetzt wurde. AnschlieBend wurde das relative Verhéltnis Par-4/GAPDH der
verschiedenen Ansatze im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollansatzen bestimmt und
so die relative Par-4-Transkriptmenge berechnet. Die quantitative Auswertung des
Experiments in Abb. 17 B zeigte, dass die Par-4-mRNA-Expression nach der Stimulation mit
den Ceramiden C2 (Abb. 17 B, S&ule 2) und C8 (Abb. 17 B, Sédule 3) auf 91 % bzw. auf 52 %
im Vergleich zum Kontrollansatz (100 %, Abb. 17 B, Saule 1) absank. Nach Behandlung der
U87-MG-Zellen mit UV-Strahlung (Abb. 17 B, Séule 8, 65 %), INF y (Abb. 17 B, Saule 9, 79
%), STS (Abb. 17 B, Saule 10, 56 %) und H,O, (Abb. 17 B, Saule 11, 56 %) wurde im
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Vergleich zum Kontrollansatz (100 %, Abb. 17 B, S&ule 4) keine Steigerung der Par-4-
MRNA-Expression, sondern ebenfalls eine Verringerung der Par-4-Transkriptmenge
detektiert. Eine geringe Erhohung der Par-4-mRNA-Expression wurde nach Inkubation der
Zellen mit den Reagenzien Cisplatin (144 %, Abb. 17 B, Saule 7) und Thapsigargin (154 %,
Abb. 17 B, Sédule 6) beobachtet. Den starksten Effekt auf die Par-4-Expression hatte die
Behandlung der U87-MG-Zellen mit dem lonophor lonomycin (205 %, Abb. 17 B, Séule 5),
wodurch die relative Par-4-Transkriptmenge im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (100 %, Abb.
17 B, Sdule 4) in den U87-MG-Zellen verdoppelt werden konnte.

4.2.2 Induktion der Par-4-Expression auf Proteinebene

Als néachstes sollte Uberpruft werden, ob die Induktion der Par-4-Expression auf mRNA-
Ebene nach der Behandlung von S&dugerzellen mit verschiedenen Stimuli auch mit einer
Induktion der Par-4-Proteinexpression korreliert. Fiir diese Untersuchungen wurde nicht die
Zellinie U87-MG eingesetzt, da in diesen Zellen keine Expression des Par-4-Proteins mit
Hilfe der Western Blot-Technik detektiert werden kann (Vetterkind et al., 2005a). Deshalb
wurde die murine Neuroblastom-Zellinie N2A, die eine geringe Par-4-Proteinexpression
aufweist, mit den bereits unter 4.2.1 beschriebenen Reagenzien behandelt und die Par-4-
Proteinmenge mittels Western Blot analysiert. Die Zellen wurden mit DHC (8 h, 50 uM) oder
DMSO (24 h, 0,72 %) als Kontrolle sowie mit den Ceramiden C2 (8 h, 50 uM) und C8 (8 h,
50 pM), mit den ER-Stress auslosenden Reagenzien lonomycin (24 h, 10 pM) und
Thapsigargin (16 h, 2 uM), mit dem Zytostatikum Cisplatin (16 h, 50 uM), mit UV-Strahlung
(150 Joule), mit INF y (16 h, 1500 U/ml), mit dem Breitband-Kinase-Inhibitor STS (16 h, 10
nM) und dem Oxidanten H,O, (16 h, 1 mM) behandelt. Nach der jeweiligen Inkubationszeit
wurden die Zellen lysiert und 10 pg des Gesamtprotein-Zellextrakts in einer 10%-igen SDS-
PAGE aufgetrennt und die Proteine auf eine Western Blot-Membran transferiert. Der
immunologische Nachweis des endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit Hilfe eines
polyklonalen anti-Par-4-Antikorpers. Um die aufgetragenen Proteinmengen abzugleichen,
wurde dieselbe Western Blot-Membran mit einem anti-o-Tubulin-Antikorper gefarbt. Die
Behandlung der N2A-Zellen mit den Ceramiden C2 (Abb. 18 A oben, Spur 2) und C8 (Abb.
18 A oben, Spur 3) konnte keine sichtbare Erhéhung der Par-4-Proteinmenge im Vergleich
zum DHC-Kontrollansatz (Abb. 18 A oben, Spur 1) induzieren. Die Stimulation der Zellen
mit STS (Abb. 18 A oben, Spur 9), Cisplatin (Abb. 18 A oben, Spur 10) und INF y (Abb. 18
A oben, Spur 11) hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Par-4-Proteinmenge im Vergleich
zum DMSO-Kaontrollansatz (Abb. 18 A oben, Spur 4). Nach der Behandlung der N2A-Zellen
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mit UV-Strahlung (Abb. 18 A oben, Spur 5), lonomycin (Abb. 18 A oben, Spur 6),
Thapsigargin (Abb. 18 A oben, Spur 7) und H,O, (Abb. 18 A oben, Spur 8) konnte allerdings
eine Erhoéhung der Par-4-Proteinmenge im Vergleich zum DMSO-Kontrollansatz (Abb. 18 A
oben, Spur 4) detektiert werden.
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Abb. 18: Induktion der endogenen Par-4-Proteinmenge in N2A-Zellen durch verschiedene Stimuli. (A)
N2A-Zellen wurden mit verschiedenen Stimuli behandelt: 50 uM DHC 8 h, 50 uM Ceramid C2 8 h, 50 uM
Ceramid C8 8 h, 0,72 % DMSO 24 h, 150 Joule UV 16 h, 10 pM lonomycin 24 h, 2 uM Thapsigargin 16 h, 1
mM H,0, 16 h, 10 nM STS 16 h, 50 uM Cisplatin 16 h, 1500 U/ml INF y 16 h. Nach der Zellyse wurden 10 pg
Gesamtprotein-Zellextrakt in einer 10%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Western Blot-Membran
transferiert. Dann erfolgte der immunologische Nachweis von endogenem Par-4 mit einem polyklonalen anti-
Par-4-Antikorper. Der Abgleich der Proteinmengen erfolgte durch den Nachweis des endogenen o-Tubulin-
Proteins mit einem monoklonalen anti-a.-Tubulin-Antikdrper. (B) Die Intensitét der Proteinbanden des unter (A)
gezeigten Western Blots sowie von 4 weiteren Western Blots (nicht gezeigt) wurde densitometrisch bestimmt.
AnschlieRend wurde die relative Par-4-Proteinmenge im Vergleich zur a-Tubulinmenge in jeder Probe berechnet
und die Ergebnisse in einem S&ulendiagramm graphisch dargestellt. Die Fehlerbalken représentieren die
Standardabweichung.

Um die Induktion der Par-4-Proteinmenge quantitativ bestimmen zu koénnen, wurde die
Intensitat der einzelnen Proteinbanden densitometrisch gemessen. Danach wurde das relative
Verhaltnis der Par-4-Proteinmenge zur jeweiligen a-Tubulin-Proteinmenge berechnet. Das
Par-4/a-Tubulin-Verhdltnis der Kontrollansatze (DHC oder DMSO) wurde als 100 %
festgesetzt. Zur Berechnung der relativen, prozentualen Par-4-Proteinmenge wurden nun die

Werte der Par-4/a-Tubulin-Verhaltnisse der einzelnen Ansatze durch die Werte der Par-4/o-
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Tubulin-Verhaltnisse der entsprechenden Kontrollansétze dividiert und das Ergebnis mit 100
multipliziert. Die N2A-Zellen wurden mit den verschiedenen Reagenzien in vier weiteren
unabhéngigen Experimenten behandelt, die Par-4-Proteinmengen durch die Western Blot-
Technik analysiert und die relativen Par-4-Proteinmengen anschlieBend nach gleichem
Vorgehen berechnet. Die in der Abb. 18 B graphisch dargestellten relativen Par-4-
Proteinmengen stellen die Mittelwerte der insgesamt funf unabhangigen Experimente dar. Die
Inkubation der N2A-Zellen mit den Ceramiden C2 (Abb. 18 B, Séule 2) und C8 (Abb. 18 B,
Saule 3) bewirkte eine Abnahme der relativen Par-4-Proteinmenge auf 56 % bzw. 76 % im
Vergleich zum Kontrollansatz (100 %, Abb. 18 B, Sdule 1). Die Stimulation der Zellen mit
UV-Strahlung (132 %, Abb. 18 B, Sdule 5), STS (116 %, Abb. 18 B, Séule 9), Cisplatin (175
%, Abb. 18 B, Saule 10) oder INF y (130 %, Abb. 18 B, Saule 11) konnte nur eine geringe
Erhéhung der endogenen Par-4-Proteinmenge im Vergleich zum DMSO-Kontrollansatz (100
%, Abb. 18 B, Sdule 4) induzieren. Die Behandlung der N2A-Zellen mit lonomycin (Abb. 18
B, Sédule 6) bewirkte eine starke Erhohung der relativen Par-4-Proteinmenge auf ungefahr 484
% im Vergleich zum DMSO-Kontrollansatz (100 %, Abb. 18 B, Séule 4). Mit den
Reagenzien Thapsigargin (Abb. 18 B, Saule 7) und H,O, (Abb. 18 B, Saule 8) wurde eine
Steigerung der relativen Par-4-Proteinmenge auf durchschnittlich 245 % bzw. 288 % erreicht.
Anhand der Ergebnisse der Experimente (4.2.1 und 4.2.2) konnten lonomycin und
Thapsigargin als die potentesten Reagenzien zur Induktion der endogenen Par-4-Expression
identifiziert werden. Daher wurden beide Reagenzien in den nachfolgenden Experimenten

eingesetzt.

43 UNTERSUCHUNG DER MLC-PHOSPHORYLIERUNG NACH
DER INDUKTION VON ENDOGENEM PAR-4

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die MLC-Phosphorylierung
vermutlich ein wichtiges Ereignis in der Par-4/DIk-vermittelten Apoptose in REF52.2-Zellen
darstellt. Nach der Koexpression von Par-4 und der Proteinkinase DIk wird die Kinase an das
Aktin-Zytoskelett rekrutiert und kann dort die regulatorische leichte Kette von Myosin Il
(MLC) an der AS Serinig phosphorylieren (Vetterkind et al., 2005b). Es sollte nun untersucht
werden, ob die Induktion der endogenen Par-4-Expression ebenfalls zu einer gesteigerten
Phosphorylierung der MLC an der AS Serin;g Sowie zu einer gesteigerten Apoptoserate fuhrt.
Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurden die murine Neuroblastom-Zellinie N2A und die
murine Fibroblasten-Zellinie NIH-3T3 mit lonomycin und Thapsigargin behandelt. Zusatzlich

sollte die Substanz Tunicamycin bei diesen Experimenten zum Einsatz kommen. Das
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Nukleosid-Antibiotikum Tunicamycin aus dem Organismus Streptomyces lysosuperficus kann
die Glykosylierung von Proteinen im ER blockieren, indem es die GIcCNAc-1-P-Transferase
inhibiert. Die GIcNAc-1-P-Transferase katalysiert den Transfer von GIcNAc-1-P auf den
»Lipidcarrier Dolicholphosphat. Bei dem Prozess der N-Glykosylierung von Proteinen, die
in das Lumen des ER synthetisiert werden, werden die an Dolicholphosphat angeknipften
Vorlaufer-Zuckerketten auf Asparaginreste der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr Gbertragen
(Ubersicht bei Elbein, 1984). Die Inhibition der N-Glykosylierung durch Tunicamycin fiihrt
dazu, dass die neu synthetisierten Proteine nicht korrekt gefaltet werden und deshalb im ER-
Lumen akkumulieren. Die Akkumulation ungefalteter Proteine im ER 16st den UPR (unfolded
protein response)-Signalweg aus, der bei anhaltendem ER-Stress die Apoptose induzieren
kann (Lamkanfi et al., 2004).
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Abb. 19: Untersuchung der MLC-Phosphorylierung und der Caspase-3-Spaltung nach der Par-4-
Induktion durch verschiedene Reagenzien. (A) NIH-3T3-Zellen wurden mit verschiedenen Reagenzien
behandelt: 0,72 % DMSO 24 h, 10 uM lonomycin 24 h, 3 uM Tunicamycin 24 h, 2 uM Thapsigargin 16 h.
Jeweils 20 pg bzw. 40 pg der hergestellten Gesamtprotein-Zellextrakte wurden in einer 12,5 %-igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Western Blot-Membran transferiert. Auf der mit 20 pg Gesamtprotein-Extrakt je Spur
beladenen Nitrozellulose-Membran wurde endogenes Par-4-Protein mit einem polyklonalen anti-Par-4-
Antikorper und endogenes a-Tubulin-Protein mit einem anti-a-Tubulin-Antikdrper immunologisch detektiert.
Auf der mit 40 pg Gesamtprotein-Zellextrakt je Spur beladenen Nitrozellulose-Membran wurde endogenes
MLC(P)Ser19 mit einem anti-phospho-MLC 2-Antikérper und das endogene Caspase-3 Spaltprodukt mit dem
anti-cleaved-Caspase-3-Antikdrper nachgewiesen. (B) N2A-Zellen wurden analog wie unter (A) beschrieben
behandelt und analysiert.

NIH-3T3-Zellen sowie N2A-Zellen wurden 16 h mit 2 uM Thapsigargin, 24 h mit 10 uM
lonomycin und 24 h mit 3 uM Tunicamycin sowie 24 h mit 0,72 % DMSO als Kontrolle
behandelt. Nach der Lyse der Zellen wurden pro Ansatz jeweils 20 pg bzw. 40 pg des
Gesamtprotein-Zellextrakts mit Hilfe der Western-Blot-Technik analysiert. Die mit je 40 ug
Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladene Western Blot-Membran wurde immunologisch mit
einem anti-phospho-MLC 2-Antikérper sowie mit dem anti-cleaved-Caspase-3-Antikorper

geférbt. Der anti-phospho-MLC 2-Antikdrper detektiert das an der AS Seringg phosphorylierte
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MLC-Protein (MLC(P)Ser19). Da nach der Induktion der Apoptose eine aktivierende
Spaltung der Procaspase-3 in 12 kDa und 17 kDa grof3e Proteinfragmente erfolgt, konnte
durch die Detektion des 17 kDa grofRen Spaltprodukts mit dem anti-cleaved-Caspase-3-
Antikorper die Aktivierung der Caspase-3 und somit die Induktion der Apoptose
nachgewiesen werden. Der Nachweis des endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit einem anti-
Par-4-Antikorper auf der mit je 20 pg Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladenen Western
Blot-Membran. Die Farbung derselben Western Blot-Membran mit einem anti-o-Tubulin-
Antikorper diente dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmengen. Wie die Abb. 19 A zeigt,
konnte die endogene Par-4-Expression in NIH-3T3-Zellen sowohl mit lonomycin (Abb. 19 A,
Spur 3) wie auch mit Tunicamycin (Abb. 19 A, Spur 2) und Thapsigargin (Abb. 19 A, Spur 1)
im Vergleich zum DMSO-Kontrollansatz (Abb. 19 A, Spur 1) induziert werden. Nach der
Stimulation der Zellen mit lonomycin (Abb. 19 A, Spur 3), Thapsigargin (Abb. 19 A, Spur 1)
und Tunicamycin (Abb. 19 A, Spur 2) liel3 sich eine deutliche Phosphorylierung der MLC an
der AS Serinig (MLC(P)Ser19) mit dem anti-phospho-MLC 2-Antikérper nachweisen.
Interessanterweise wurde nach der Stimulation der Zellen mit Tunicamycin sowohl die
starkste Hochregulation des Par-4-Proteins (Abb. 19 A, Spur 2) wie auch die starkste MLC-
Phosphorylierung an der AS Serin;g (Abb. 19 A, Spur 2) beobachtet, wohingegen eine
Phosphorylierung der MLC an der AS Serin;g im Kontrollansatz nicht nachgewiesen werden
konnte (Abb. 19 A, Spur 4). Das 17 kDa grol3e Spaltprodukt der Caspase-3 konnte nur nach
einer Behandlung der NIH-3T3-Zellen mit Thapsigargin (Abb. 19 A, Spur 1) nachgewiesen
werden. In der Abb. 19 B wird deutlich, dass sich die endogene Par-4-Proteinmenge in den
N2A-Zellen durch die Behandlung mit lonomycin (Abb. 19 B, Spur 3) und Thapsigargin
(Abb. 19 B, Spur 1) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abb. 19 B, Spur 4) induzieren lieR,
nicht aber nach der Behandlung der N2A-Zellen mit Tunicamycin (Abb. 19 B, Spur 2). Die
Induktion der Par-4-Expression korrelierte mit einer verstarkten Phosphorylierung der MLC
an der AS Serinsg nach lonomycin- (Abb. 19 B, Spur 3) und Thapsigargin- (Abb. 19 B, Spur
1) Behandlung. Sowohl im DMSO-Kontrollansatz (Abb. 19 B, Spur 4) wie auch nach der
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin (Abb. 19 B, Spur 2) wurde nur eine sehr schwache
bzw. keine MLC-Phosphorylierung an der AS Serinig hachgewiesen. Das 17 kDa grofRe
Spaltprodukt der Caspase-3 konnte nur nach einer Behandlung der N2A-Zellen mit
Thapsigargin (Abb. 19 B, Spur 1) detektiert werden. AbschlieBend zeigen die Ergebnisse,
dass die Induktion der Par-4-Expression in NIH-3T3-Zellen mit einer gesteigerten MLC-
Phosphorylierung an der AS Serinyg nach der Induktion von ER-Stress durch die Reagenzien

Thapsigargin, lonomycin und Tunicamycin Korrelierte. In den N2A-Zellen konnte die
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endogene Par-4-Expression sowie die gesteigerte Phosphorylierung der MLC an der AS
Seringg durch die Stimulation mit lonomycin und Thapsigargin induziert werden. Nach
Behandlung der N2A-Zellen mit Tunicamycin konnte weder eine Par-4-Induktion noch eine
MLC-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Die Induktion der Apoptose, nachgewiesen
durch die immunologische Detektion des Caspase-3 Spaltprodukts, wurde ausschliel3lich nach
einer Behandlung der NIH-3T3- und N2A-Zellen mit Thapsigargin nachgewiesen. Ob die
Spaltung der Caspase-3 mit der durch Thapsigargin induzierten Hochregulation der Par-4-

Expression zusammenhangt, kann nicht ausgeschlossen werden.

44  UNTERSUCHUNG DER MLC-PHOSPHORYLIERUNG UND
DER APOPTOSE-INDUKTION NACH INHIBITION VON PAR-4

Durch die vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Induktion der
endogenen Par-4-Expression in Sdugerzellen zu einer gesteigerten MLC-Phosphorylierung
fiihrt. Es stellte sich nun die Frage, ob durch die Inhibition von endogenem Par-4 die durch
die Reagenzien lonomycin und Thapsigargin induzierte MLC-Phosphorylierung blockiert
werden kann. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden N2A-Zellen entweder mit 2,5
Hg SiRNA-Par-4 oder als Kontrolle mit 2,5 pg siRNA-Cx transfiziert und anschlieRend fiir 24
h mit 10 uM lonomycin behandelt. Die Zellen wurden anschlieRend lysiert, pro Ansatz 20 ug
bzw. 50 pg Gesamtprotein-Zellextrakte in einer 12,5 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Der immunologische Nachweis des
endogenen Par-4-Proteins auf der mit je 20 pg Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladenen
Nitrozellulose-Membran erfolgte mit Hilfe des polyklonalen anti-Par-4-Antikorpers. Auf
derselben Western Blot-Membran wurde als Mengenabgleich das endogene o-Tubulin-
Protein mit einem anti-a-Tubulin-Antikorper detektiert. Der Nachweis der phosphorylierten
MLC an der AS Serinyg (MLC(P)Ser19) sowie der Nachweis des Spaltprodukts der Caspase-3
auf der mit je 50 pug Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladenen Western Blot-Membran
wurde mit den Antikdrpern anti-phospho-MLC 2 und anti-cleaved-Caspase-3 durchgefunhrt.
Die Ergebnisse dieses Experiments in Abb. 20 A zeigten, dass die Transfektion von siRNA-
Par-4 die durch lonomycin induzierte Heraufregulation des endogenen Par-4-Proteins (Abb.
20 A Mitte, Spur 1) im Vergleich zum Kontrollansatz (Abb. 20 A Mitte, Spur 2) inhibieren
konnte. Des Weiteren wurde die durch lonomycin induzierte gesteigerte Phosphorylierung der
MLC an der AS Serinyg durch die Transfektion der N2A-Zellen mit siRNA-Par-4 (Abb. 20 A
unten, Spur 1) im Vergleich zum Kontrollansatz (Abb. 20 A unten, Spur 2) vermindert.
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Abb. 20: Die Inhibition der Par-4-Expression hemmt die durch ER-Stress induzierte MLC-
Phosphorylierung und die Apoptose-Induktion. (A) N2A-Zellen wurden mit 2,5 pg siRNA-Par-4 oder als
Kontrolle mit 2,5 pug siRNA-Cx transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte die Behandlung mit 10 uM
lonomycin. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen lysiert. Pro Ansatz wurden 20 ug bzw. 50 pug Gesamtprotein-
Zellextrakt je Spur in einer 12,5 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Dann erfolgte der immunologische Nachweis von endogenem Par-4 mit einem polyklonalen anti-
Par-4-Antikorper sowie der Nachweis von endogenem a-Tubulin mit einem monoklonalen anti-o-Tubulin-
Antikorper auf der mit je 20 ug Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladenen Western Blot-Membran sowie der
Nachweis von endogenem MLC(P)Serl9 mit einem anti-phospho-MLC 2-Antikdrper auf der mit je 50 pg
Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladenen Blot-Membran. (B) N2A-Zellen wurden mit 2,5 pg siRNA-Par-4, 2,5
pg siRNA-DIk oder als Kontrolle mit 2,5 pg siRNA-Cx transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen mit 2 uM Thapsigargin behandelt. Nach weiteren 24 h erfolgte die Zellyse. Je Ansatz wurden 20 pg bzw.
50 ug der hergestellten Proteinextrakte mit Hilfe der Western Blot-Technik analysiert. Das endogene Par-4-
Protein wurde mit dem anti-Par-4-Antikorper (Blot-Membran mit je 20 pg Gesamtprotein-Extrakt pro Spur), die
an der AS Serin,g phosphorylierte MLC mit dem anti-phospho-MLC 2-Antikérper (Blot-Membran mit je 50 ug
Gesamtprotein-Extrakt pro Spur) und das Spaltprodukt der Caspase-3 mit dem anti-cleaved-Caspase-3-
Antikorper (Blot-Membran mit je 50 pg Gesamtprotein-Extrakt pro Spur) detektiert. Zum Abgleich der
Proteinmengen wurde die mit je 20 ug Gesamtprotein-Extrakt pro Spur beladene Nitrozellulose-Membran mit
einem anti-a-Tubulin-Antikérper gefarbt. (C) HeLa-Zellen wurden mit 2,5 ug siRNA-DIk oder als Kontrolle mit
2,5 ug siRNA-Cx transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Zellernte und —lyse. 20 ug Gesamtprotein-Zellextrakt
wurden in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Dann
erfolgte der Nachweis des endogenen ZIPK-Proteins mit einem anti-ZIPK-Antikdrper sowie der Nachweis von
endogenem a-Tubulin mit einem anti-a-Tubulin-Antikdrper als Mengenabgleich.

Vorangegangene Studien weisen der Proteinkinase DIk eine wichtige Funktion bei der
Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose und vor allem der damit verbundenen MLC-
Phosphorylierung zu (Page et al., 1999; Vetterkind et al., 2005b). Deshalb sollten N2A-Zellen
vor der Behandlung mit Thapsigargin mit sSiRNA-DIk transfiziert werden, um den Effekt der
Inhibition der DIk in Bezug auf die MLC-Phosphorylierung und die Caspase-3-Aktivierung
analysieren zu konnen. Des Weiteren sollte untersuchen werden, ob die Inhibition der
endogenen Par-4-Expression nicht nur die Induktion der MLC-Phosphorylierung, sondern
auch die Induktion der Apoptose blockieren kann. Um diese Fragestellungen zu bearbeiten,
wurden N2A-Zellen mit 2,5 pg siRNA-Par-4, 2,5 png siRNA-DIk oder als Kontrolle mit 2,5
Hg SiRNA-Cx transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte die Behandlung der Zellen mit
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2 UM Thapsigargin fur 24 h. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die hergestellten
Gesamtprotein-Zellextrakte mit Hilfe der Western Blot-Technik analysiert. Die Detektion des
endogenen Par-4-Proteins erfolgte mit dem anti-Par-4-Antikorper, die Detektion der
phosphorylierten MLC an der AS Serinyg erfolgte mit dem anti-phospho-MLC-Antikorper
und der Nachweis des 17 kDa groRen Caspase-3 Spaltprodukts erfolgte mittels anti-cleaved-
Caspase-3-Antikorper. Fur den Abgleich der aufgetragenen Proteinmengen wurde aullerdem
das endogene a-Tubulin-Protein mittels anti-a-Tubulin-Antikdrper detektiert. Auch in diesem
Experiment zeigte sich, dass die Herunterregulation des endogenen Par-4-Proteins (Abb. 20
B, Spur 3) mit einer verminderten Phosphorylierung der MLC an der AS Sering (Abb. 20 B,
Spur 3) im Vergleich zum Kontrollansatz mit siRNA-Cx (Abb. 20 B, Spur 1) korrelierte.
Nach der Transfektion der Zellen mit siRNA-DIk wurde ebenfalls eine schwéchere MLC-
Phosphorylierung an der AS Serinig (Abb. 20 B, Spur 2) im Vergleich zum Kontrollansatz mit
SiIRNA-Cx (Abb. 20 B, Spur 2) detektiert. Zusétzlich konnte eine verminderte Aktivierung der
Caspase-3 nach der Transfektion der N2A-Zellen mit siRNA-Par-4 (Abb. 20 B, Spur 3) oder
mit SIRNA-DIk (Abb. 20 B, Spur 2) gegentber der siRNA-Cx-Kontrolle (Abb. 20 B unten,
Spur 1) beobachtet werden. Da der einzige derzeit zur Verfligung stehende anti-ZIPK-
Antikdrper nur das humane DIk-Ortholog, die ZIPK, detektiert, wurde die Wirksamkeit der
SIRNA-DIk (Transfektion von 2,5 pg siRNA-DIKk) in humanen HeLa-Zellen mit Hilfe der
Western Blot-Technik tberpriuft. Dabei zeigte sich, dass die gegen die DIk gerichtete SIRNA
(Abb. 20 C unten, Spur 2) im Vergleich zur Kontroll-siRNA-Cx (Abb. 20 C unten, Spur 1) in
der Lage ist, die endogene Proteinexpression der ZIPK in den HelLa-Zellen zu inhibieren.
Allerdings scheint die siRNA-DIK in den HelLa-Zellen nicht so effektiv zu sein.
Zusammenfassend haben die Ergebnisse gezeigt, dass die Inhibition von endogenem Par-4 die
durch die Stimulation der Zellen mit lonomycin induzierte verstarkte MLC-Phosphorylierung
hemmen kann. Dies gilt ebenfalls fir die induzierte MLC-Phosphorylierung nach Stimulation
der Zellen mit Thapsigargin. Des Weiteren kann die Inhibition der endogenen DIk die
Phosphorylierung der MLC an der AS Serinig nach Tunicamycin-Behandlung blockieren.
Nach Behandlung der Zellen mit Thapsigargin kann eine schwache Inhibition der Caspase-3-

Aktivierung durch die Herunterregulation von Par-4 und DIk erreicht werden.

4.4.1 Die Inhibition von Par-4 hemmt die durch lonomycin und Thapsigargin

induzierte Apoptose
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulation

des endogenen Par-4-Proteins durch siRNA-Par-4 zu einer schwécheren Caspase-3-
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Aktivierung nach der Behandlung der Zellen mit Thapsigargin flhrt. Daher sollte nun
Uberprift werden, ob die Inhibition von endogenem Par-4 auch die durch andere Reagenzien
ausgeloste Apoptose in einer humanen Tumorzellinie blockieren kann. Zu diesem Zweck
wurden HeLa-Zellen mit 50 pmol Cy3-gekoppelter sSiRNA gegen humanes Par-4 oder mit 50
pmol Cy3-gekoppelter siRNA gegen Par-4 der Ratte transfiziert. Die Ansatze mit der sSIRNA
gegen Par-4 der Ratte dienten in diesem Experiment als Kontrolle, da diese siRNA nicht in
der Lage ist, endogenes humanes Par-4 herunterzuregulieren (Daten nicht gezeigt). 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen mit den ER-Stress auslosenden Reagenzien lonomycin
(24 h, 10 uM), Thapsigargin (24 h, 2 uM) und Tunicamycin (24 h, 3 pM), mit dem Breitband-
Kinase-Inhibitor STS (5 h, 200 nM) sowie mit Etoposid (24 h, 17 uM) behandelt, um die
Apoptose auszultsen. Etoposid ist ein halbsynthetisches Derivat des Podophyllotoxins aus
Podophyllum peltatum (Maiapfel), das gewohnlich in Kombination mit anderen Zytostatika
bei der Tumorbekdmpfung eingesetzt wird (Williams et al., 1987; Zanetta et al., 1996). Das
Toxin hemmt die Topoisomerase Il, die Doppelstrangbriiche in die DNA einfuhrt, um die
DNA zu entwinden. Etoposid bindet und stabilisiert einen Proteinkomplex, der bei der
Entwindung der DNA-Strange durch die Topoisomerase Il beteiligt ist. Daher treten in der
Zelle dauerhafte DNA-Doppelstrangbriiche auf, wodurch der Zellzyklus in der spaten S- und
frihen G2-Phase arretiert wird. Bei grofleren DNA-Schaden kommt es zur Induktion von
Apoptose (Forbes et al., 1992). Die Zellen wurden nach der Behandlung mit den
verschiedenen Reagenzien mit Paraformaldehyd fixiert und das endogene Par-4-Protein mit
einem polyklonalen anti-Par-4-Antikérper und einem Alexa 488-fluoreszenzmarkierten anti-
Kaninchen-Antikorper detektiert. Fur die Visualisierung der Zellkerne wurde die DNA mit
dem Farbstoff DAPI angefarbt. Anschlieend wurde die Anzahl apoptotischer Zellen anhand
morphologischer Merkmale der Apoptose (wie in Abb. 21 A dargestellt) fluoreszenz-
mikroskopisch ermittelt, wobei jeweils 100 Zellen in drei unabhdngigen Experimenten
ausgezahlt wurden. In den Ansatzen, in denen die Zellen mit siRNA gegen humanes Par-4
transfiziert wurden, wurden fur die Bestimmung der Apoptoserate nur die Zellen
beruicksichtigt, bei denen keine oder nur eine geringe endogene Par-4-Expression detektiert
werden konnte. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abb. 21 B in einem
Saulendiagramm graphisch dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit
lonomycin in 17 % der mit der Kontroll-siRNA transfizierten Zellen die Apoptose induzierte
(Abb. 21 B, weiRe Sdule 2). Die Apoptoserate sank auf 3 % ab, wenn die Zellen vor der
Behandlung mit lonomycin mit siRNA gegen humanes Par-4 transfiziert wurden (Abb. 21 B,

schwarze Séule 2). Die Apoptoserate nach Thapsigargin-Behandlung konnte durch die
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Herunterregulation des Par-4-Proteins auf 15 % (Abb. 21 B, schwarze Saule 3) abgesenkt
werden im Vergleich zur Apoptoserate von 30 % in den Zellen, die mit Kontroll-siRNA
transfiziert wurden (Abb. 21 B, weiRe Saule 3). In den Ansétzen, in denen die Apoptose durch
Tunicamycin, Etoposid und STS ausgeldst wurde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in der Apoptose-Induktion durch die Herunterregulation von endogenem Par-4 (Abb. 21 B,
schwarze Sdulen 4-6) im Vergleich zu den Kontrollansdtzen (Abb. 21 B, weille Séule 4-6).
Die ausgelosten Apoptoseraten betrugen, unabhéngig von einer Transfektion der Zellen mit
Kontroll-siRNA gegen Par-4 der Ratte oder mit siRNA gegen humanes Par-4, fur
Tunicamycin ca. 12 % (Abb. 21 B, schwarze und weiRe Sdule 4), fur Etoposid 7-9 % (Abb.
21 B, schwarze und weil3e Séule 5) und fur STS ca. 10 % (Abb. 21 B, schwarze und weilRe
Saule 6). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Experiments, dass die Inhibition der
Par-4-Expression durch die siRNA-Technik die lonomycin- und Thapsigargin-induzierte
Apoptose in HeLa-Zellen blockieren kann.

Abb. 21: Die Inhibition von Par-4 hemmt die durch lonomycin und Thapsigargin ausgeldste Apoptose in
Hel a-Zellen. (A) Dargestellt sind exemplarisch die mit DAPI angefarbten Zellkerne einer nicht apoptotischen
(a) sowie zweier apoptotischer HeLa-Zellen (b, c); (b) frihes Stadium der Apoptose und (c) spates Stadium der
Apoptose. Balken 10 uM. (B) HelLa-Zellen wurden mit 50 pmol Cy3-gekoppelter siRNA gegen humanes Par-4
(schwarze Séaulen) oder als Kontrolle mit 50 pmol Cy3-gekoppelter SiRNA gegen Par-4 der Ratte (weilRe Sdulen)
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit verschiedenen Reagenzien behandelt: 0,72 %
DMSO 24 h, 10 uM lonomycin 24 h, 2 uM Thapsigargin 24 h, 3 uM Tunicamycin 24 h, 17 uM Etoposid 24 h,
200 nM STS 5 h. Anschlielend wurden die Zellen fixiert und immunzytochemisch mit einem polyklonalen anti-
Par-4-Antikorper und einem Alexa 488-fluoreszenzmarkierten anti-Kaninchen-Antikorper markiert sowie einer
DAPI-Farbung unterzogen. Dann wurde der Anteil apoptotischer Zellen anhand morphologischer Merkmale der
Apoptose wie Kernfragmentation und Chromatinkondensation durch fluoreszenzmikroskopische Analyse unter
den transfizierten Zellen ermittelt, wobei in den Ansdtzen mit siRNA gegen humanes Par-4 nur die Zellen
analysiert wurden, die keine oder nur eine schwache Par-4-Expression aufwiesen. Im Diagramm sind die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten dargestellt, in denen jeweils 100 Zellen ausgezéhlt wurden.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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45 EXPRESSIONSSTUDIEN UND PROMOTOR-METHYLIERUNGS-
ANALYSEN VON PAR-4 UND SEINEN INTERAKTIONS
PARTNERN DLK/ZIPK, AMIDA/TFPT UND EFP1

Im Laufe der Evolution haben sich epigenetische Mechanismen entwickelt, durch die eine
Regulation der Genexpression erzielt werden kann, die nicht auf Variationen in der DNA-
Sequenz beruhen. Zu diesen epigenetischen Effekten gehdren vor allem die
Histonmodifikation, die Regulation der Stabilitit von mRNA sowie die Methylierung von
DNA-Basen im Promotorbereich von Genen. All diese Mechanismen zur Regulation der
Transkription spielen vor allem bei der embryonalen Gewebeentwicklung und bei der
genetischen Pragung, aber auch bei der Stillegung von Transposons und Retroelementen im
Genom von Pflanzen und Tieren eine wichtige Rolle (Ubersicht bei Wolffe & Matzke, 1999).
Die am hdufigsten im eukaryontischen Genom vorliegenden modifizierten Basen sind 5-
Methylcytosin (°™C) und N6-Methyladenin (Y*™A) (Ubersicht bei Adams, 1990). Im
Gegensatz zu Prokaryonten, bei denen die Modifikation beider Basen in gleichem MaRe
vorkommt (Ubersicht bei Wilson & Murray, 1991 und bei Adams, 1990), spielt in
Eukaryonten °™C die dominierende Rolle. Bei der DNA-Methylierung von °"C in
eukaryontischen Organismen wird eine Methylgruppe kovalent an das 5’-C-Atom des
Cytosinringes gebunden, so dass >"C entsteht. Der Anteil der °C modifizierten Basen betragt
in Sdugern ca. 4 % der genomischen DNA und ist hauptséchlich in Cytosin-phosphatidyl-
Guanosin-Dinukleotiden (CpG) zu finden, die wiederum geh&uft in so genannten CpG-Inseln
auftreten (Ubersicht bei Bird, 2002). Nach der allgemein akzeptierten Definition werden 200-
1000 bp lange DNA-Bereiche als CpG-Inseln bezeichnet, die einen G+C-Gehalt von mehr als
50 % und ein Verhaltnis von tber 0,6 an beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs aufweisen
(Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Takai & Jones, 2002). Im Gegensatz zu den meisten
CpG-Dinukleotiden des genfreien heterochromatischen Genoms sind die Cytosinbasen der
CpG-Inseln, die sich in euchromatischen Promotorregionen befinden, nur selten methyliert.
Das liegt darin begriindet, dass die DNA-Methylierung eine Stillegung der Genexpression
induziert (Ubersicht bei Bird, 2002) und auRerdem ein Risiko zum Auftreten einer
Punktmutation aufgrund der leichten Umwandlung von °™C zu Thymin darstellt (Ubersicht
bei Laird & Jaenisch, 1996). Die kovalente Verknupfung von Cytosinbasen mit einer
Methylgruppe wird durch die Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) katalysiert, die
in drei Klassen unterteilt werden. Die Enzyme der DNMT1-Klasse (Maintenance
Methyltransferases) sind fur die Erhaltung von Methylierungsmustern verantwortlich und
binden bevorzugt hemimethylierte DNA-Strénge, wie sie nach der Replikation vorliegen. Die
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Methyltransferasen der Klasse DNMT3 wurden hingegen als de novo Methyltransferasen
charakterisiert, wobei in Sdugern sowohl die Variante DNMT3a wie auch die Variante
DNMT3b vorzufinden ist (Ubersicht bei Bestor, 2000). Die Mitglieder der DNMT2-Klasse
weisen lediglich eine schwache Methyltransferase-Aktivitat auf und ihre Funktion ist bisher
weitgehend unbekannt (Ubersicht bei Jeltsch et al., 2006). Zahlreiche neuere Studien liefern
immer mehr Hinweise darauf, dass eine unkontrollierte DNA-Methylierung in der
Entwicklung von Tumorzellen eine wichtige Rolle spielt. Im Verlauf der Tumorgenese
werden entweder wachstumsfordernde Gene durch Promotor-Hypomethylierung verstarkt
aktiviert oder aber Tumorsupressorgene durch Promotor-Hypermethylierung stillgelegt.
Dadurch erlangt die Zelle einen entscheidenden Wachstumsvorteil und wird zum Beispiel
resistent gegeniiber der Induktion von Apoptose (Ubersicht bei Baylin & Ohm, 2006).
Dartiber hinaus fuhrt eine in Tumorzellen oft beobachtete genomweite Hypomethylierung zur
genomischen Instabilitat (Ubersicht bei Ehrlich, 2002).

Da in dieser Arbeit ausschlieRlich die DNA-Methylierung von Cytosinbasen untersucht
wurde, ist immer die Modifikation von Cytosin (°"C) gemeint, wenn von DNA-Methylierung
gesprochen wird. Alle nachfolgenden Studien wurden mit humanen Zellinien oder humanem
Tumorgewebe durchgefiihrt, deshalb werden in diesem Abschnitt der Doktorarbeit
ausschliel’lich die Bezeichnungen der humanen Orthologe fur Amida/TFPT und DIk/ZIPK

verwendet.

451 Untersuchung des Expressionsstatus von Par-4 und seinen Interaktions-
partnern ZIPK, TFPT und EFP1 in humanen Tumor zellinien
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine ektopische Expression von
Par-4 in Tumorzellinien des Zentralen Nervensystems verstarkt Apoptose ausldsen kann,
wenn diese Zellen keine oder eine schwache Expression des endogenen Par-4-Proteins
aufweisen (Vetterkind et al., 2005a). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression
des pro-apoptotischen Par-4-Proteins in Tumorzellen herunterreguliert sein kann und die
Tumorzellen dadurch resistenter gegeniiber Apoptose werden, wodurch sie einen
Wachstumsvorteil erhalten und so die Tumorentstehung begunstigt wird. Diese Hypothese
wird durch Par-4-Expressionsstudien gestitzt, die eine verminderte Par-4-Expression in
Nierenzellkarzinomen (Cook et al., 1999), Melanomen (Lucas et al., 2001), Prostata-
karzinomen (Chakraborty et al., 2001) und in verschiedenen Leuk&mien (Boehrer et al., 2001)
belegen. Deshalb sollte zundchst die Expression des pro-apoptotischen Par-4 und seiner

Interaktionspartner ZIPK, TFPT und EFP1 in verschiedenen Tumorzellinien untersucht
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werden. Die Expression von Par-4 wurde sowohl auf mRNA- wie auch auf Proteinebene
untersucht, die Untersuchung der ZIPK-, TFPT- und EFP1-Expression erfolgte ausschliel3lich
auf mRNA-Ebene.

45.1.1 Expression von Par-4, ZIPK, TFPT und EFP1 auf mMRNA-Ebene

Fur diese Untersuchungen wurden die leukdmische T-Zellinie Molt-4, die Osteosarkom-
Zellinien H1299 und Saos-2, die Prostatakarzinom-Zellinien PC-3 und DU-145, die Mamma-
Adenokarzinom-Zellinie MCF-7 und die Zervixkarzinom-Zellinie HelLa ausgewdhlt. Als
Tumorzellinien des zentralen Nervensystems wurden die Gliom-Zellinien U87-MG, U251-
MG, U373-MG, A172, LN229 und LN319 sowie die Neuroblastom-Zellinie SH-SY5Y

ausgewabhlt.
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Abb. 22: mRNA-Expression von Par-4, ZIPK, TFPT und EFP1 in humanen Tumorzellinien. Aus
verschiedenen humanen Tumorzellinien (oben angegeben) wurde die Gesamt-RNA mit TRIzol prépariert. 2,5 ug
der Gesamt-RNA wurden mit der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und einer semiquantitativen
RT-PCR-Analyse mit Par-4-, ZIPK-, TFPT-, EFP1- sowie GAPDH- spezifischen Oligonukleotiden unterzogen.
Die Amplifikation eines DNA-Fragments des Haushaltsgens GAPDH diente als Mengenabgleich. Die
amplifizierten DNA-Fragmente von Par-4 (273 bp), ZIPK (193 bp), TFPT (235 bp), EFP1 (218 bp) und GAPDH
(309 bp) wurden durch eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Die Gesamt-RNA der Tumorzellen wurde mit TRIzol prépariert und unter Verwendung der
Reversen Transkriptase in einer RT-PCR in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurden
DNA-Fragmente von den zu untersuchenden Genen in einer PCR-Reaktion mit 28 Zyklen fur
Par-4, ZIPK, TFPT und EFP1 bzw. 25 Zyklen fir GAPDH amplifiziert. Dabei wurde das 273
bp lange Par-4-DNA-Fragment mit den Oligonukleotiden 5 Par4-mut-T164 und Par-4-795-
775reverse, das 193 bp lange ZIPK-DNA-Fragment mit den Oligonukleotiden ZIPK-cDNA-f
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und ZIPK-cDNA-r, das 235 bp lange TFPT-DNA-Fragment mit den Oligonukleotiden TCF3-
cDNA-f und TCF3-cDNA-r und das 218 bp lange EFP1-DNA-Fragment mit den
Oligonukleotiden 5'Klon53Q2 und 3'Klon53Q2 amplifiziert. Als Mengenabgleich diente die
Amplifikation eines 309 bp langen DNA-Fragments des Haushaltsgens GAPDH mit den
Oligonukleotiden ratGAPDH-for und ratGAPDH-rev. Die amplifizierten DNA-Fragmente
wurden anschlieRend in einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Die Ergebnisse in der
Abb. 22 b zeigen, dass in der leukdmischen T-Zellinie Molt-4 keine Par-4-mRNA-Expression
detektierbar war (Abb. 22 b, Spur 1). In der Gliom-Zellinie U251-MG wurde nur eine duf3erst
schwache Par-4-mRNA-Expression nachgewiesen (Abb. 22 b, Spur 9). In der Osteosarkom-
Zellinie Saos-2 (Abb. 22 b, Spur 3), in der Mamma-Adenokarzinom-Zellinie MCF-7 (Abb. 22
b, Spur 6) sowie in der Gliom-Zellinie U87-MG (Abb. 22 b, Spur 8) konnte nur eine
schwache Expression des Par-4-Transkripts festgestellt werden. In allen anderen Zellinien
(H1299, PC-3, DU-145, HelLa, U373-MG, A172, SH-SY5Y, LN229 und LN319; Abb. 22 b,
Spuren 2, 4, 5, 7, 10-14) konnte eine deutliche Par-4-mRNA-Expression nachgewiesen
werden. Die Analyse der ZIPK-Expression zeigte, dass in den Zellinien Saos-2 (Abb. 22 c,
Spur 3) und U251-MG (Abb. 22 c, Spur 9) kein ZIPK-Transkript nachweisbar war. Die
MCF-7-Zellen (Abb. 22 ¢, Spur 6) und die Molt-4-Zellen (Abb. 22 ¢, Spur 1) zeigten eine
schwache Expression des ZIPK-Transkripts. Die anderen untersuchten Tumorzellinien
(H1299, PC-3, DU-145, HelLa, U87-MG, U373-MG, Al172, SH-SY5Y, LN229 und LN319;
Abb. 22 c, Spuren 2, 4, 5, 7, 8, 10-14) wiesen eine starke ZIPK-mRNA-Expression auf. Die
Analyse der TFEPT-Expression ergab, dass die Tumorzellinien Saos-2 (Abb. 22 d, Spur 3) und
MCF-7 (Abb. 22 d, Spur 6) nur eine schwache TFPT-Transkription aufwiesen, in der Zellinie
U251-MG (Abb. 22 d, Spur 9) war das TFPT-Transkript kaum detektierbar. In allen anderen
Zellinien (Molt-4, H1299, PC-3, DU-145, HelLa, U87-MG, U373-MG, A172, SH-SY5Y,
LN229 und LN319; Abb. 22 d, Spuren 1, 2, 4-5, 7-8, 10-14) wurde eine starke TFPT-mRNA-
Expression nachgewiesen. Das Ergebnis in Abb. 22 e demonstriert, dass EFP1 im Gegensatz
zu Par-4, ZIPK und TFPT in allen untersuchten Tumorzellinien auf mRNA-Ebene stark
exprimiert wurde (Abb. 22 e, Spuren 1-14), am starksten war die EFP1-mRNA-Expression in
der Prostatakarzinom-Zellinie DU-145 (Abb. 22 e, Spur 5) und der Gliom-Zellinie A172
(Abb. 22 e, Spur 11). Der Abgleich mit GAPDH zeigte, dass in allen Ansétzen vergleichbare
MRNA-Konzentrationen vorlagen (Abb. 22 a, Spuren 1-14). Zusammenfassend verdeutlichen
die Ergebnisse, dass die Mehrzahl der Tumorzellinien die untersuchten Gene par-4, zpk, tfpt

und efpl exprimieren. Aufféllig ist jedoch, dass die Transkripte von Par-4, ZIPK und TFPT
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meist in denselben Zellinien (Molt-4, Saos-2, MCF-7 und U251-MG) nicht bzw. nur sehr

schwach detektierbar sind.

45.1.2 Par-4-Expression auf Proteinebene

Um zu Uberprifen, ob die Par-4-Expression auf mRNA-Ebene mit der Par-4-Expression auf
Proteinebene korrelierte, wurde die endogene Par-4-Proteinmenge in den bereits unter 4.5.1.1
beschriebenen Tumorzellinien Molt-4, H1299, Saos-2, DU-145, PC-3, MCF-7, HelLa, U87-
MG, U251-MG, U373-MG, A172, SH-SY5Y, LN229 und LN319 mit Hilfe der Western Blot-
Technik analysiert. Fur die Untersuchung wurden 15 pg der Gesamtprotein-Zellextrakte der
humanen Tumorzellinien in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Der immunologische Nachweis des endogenen
Par-4-Proteins erfolgte mit einem polyklonalen anti-Par-4-Antikorper. Der Nachweis des
endogenen o-Tubulin-Proteins mit einem monoklonalen anti-o-Tubulin-Antikorper auf

derselben Western Blot-Membran diente dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmengen.
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Abb. 23: Par-4-Proteinexpression in humanen Tumorzellinien. Die Gesamtprotein-Zellextrakte von
verschiedenen Tumorzellinien (oben angegeben) wurden in einer 10%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Der Nachweis des endogenen Par-4-Proteins erfolgte
mit einem polyklonalen anti-Par-4-Antikorper. Als Mengenabgleich wurde das endogene a-Tubulin-Protein mit
einem monoklonalen anti-a.-Tubulin-Antikorper auf derselben Nitrozellulose-Membran nachgewiesen.

40 kDa -

Das Ergebnis in Abb. 23 zeigt, dass in der leukamische T-Zellinie Molt-4 (Abb. 23 unten,
Spur 1), in der Osteosarkom-Zellinie Saos-2 (Abb. 23 unten, Spur 3) und in der Gliom-
Zellinie U87-MG (Abb. 23 unten, Spur 8) kein endogenes Par-4-Protein detektiert werden
konnte. In den Gliom-Zellinien U251-MG (Abb. 23 unten, Spur 9) und U373-MG (Abb. 23
unten, Spur 10) sowie in der Neuroblastom-Zellinie SH-SY5Y (Abb. 23 unten, Spur 12) und
in der Mamma-Adenokarzinom-Zellinie MCF-7 (Abb. 23 unten, Spur 6) wurde nur eine
schwache endogene Par-4-Proteinexpression nachgewiesen. In allen anderen untersuchten
Tumorzellinien (H1299, DU-145, PC-3, HelLa, A172, LN229, LN319) konnte eine deutliche
Expression des Par-4-Proteins detektiert werden (Abb. 23 unten, Spuren 2, 4, 5, 7, 11, 13, 14).

Das Protein-Expressionsmuster von Par-4 korrelierte demnach im Wesentlichen mit dem
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Par-4-mRNA-Expressionsmuster (siehe 4.5.1.1, Abb. 22 b) in den untersuchten Tumor-
zellinien. In der leukdmischen T-Zellinie Molt-4 konnte weder ein Par-4-Transkript noch das
Par-4-Protein detektiert werden. In den Tumorzellinien Saos-2 und U87-MG wurde zwar ein
schwaches Par-4-Transkript, jedoch keine Par-4-Proteinexpression nachgewiesen. Die
Zellinien U251-MG und MCF-7 wiesen sowohl eine schwache Par-4-mRNA- wie auch eine
schwache Par-4-Proteinexpression auf. In den Zellinien H1299, PC-3, DU-145, HelLa, A172,
LN229 und LN319 wurde in der RT-PCR-Analyse ein deutliches Par-4-Transkript sowie in
der Western Blot-Analyse eine deutliche Par-4-Proteinexpression nachgewiesen. Eine
Diskrepanz zwischen der Expression von Par-4 auf mRNA- und Proteinebene gab es lediglich
in den Zellinien SH-SY5Y und U373-MG, in denen eine starke Par-4-mRNA-EXxpression,
jedoch nur eine schwache Par-4-Proteinexpression detektiert werden konnte. Anhand der in
4.5.1.1 und 4.5.1.2 beschriebenen Expressionsanalysen von Par-4, der ZIPK, TFPT und EFP1
konnten mehrere Tumorzellinien identifiziert werden, in denen keine oder nur eine schwache
Expression des Par-4-, ZIPK- oder TFPT-mRNA-Transkripts bzw. des Par-4-Proteins
detektiert werden konnte. Diese Tumorzellinien stellen daher gute Kandidaten fur die Analyse
der entsprechenden Promotoren in Bezug auf DNA-Hypermethylierung dar. Aufgrund der
starken Expression des EFP1-Transkripts in allen untersuchten Tumorzellinien wurden die
folgenden mRNA-Expressionsstudien nach Behandlung von Tumorzellinien mit dem DNA-
Demethylierungsreagenz 5-Aza-2’-deoxycytidin sowie die Studien zur Analyse der Promotor-

Methylierung nur fir das par-4-, tfpt- und zipk-Gen durchgefuhrt.

452 Expression von Par-4, ZIPK und TFPT auf mRNA-Ebene nach 5-Aza-2’-
deoxycytidin-Behandlung
Um zu analysieren, ob die fir Par-4, ZIPK oder TFPT kodierenden Gene durch Promotor-
Hypermethylierung reguliert werden kénnten, wurden die Gliom-Zellinien A172, U87-MG,
U373-MG, LN428, U178-MG und U251-MG sowie die Medulloblastom-Zellinien Med8A,
D283, D425 und Daoy mit dem Reagenz 5-Aza-2’-deoxycytidin behandelt. Das
Demethylierungsreagenz 5-Aza-2’-deoxycitidin wurde urspriinglich als Chemotherapeutikum
synthetisiert (Cihak, 1974). In proliferierenden Zellen wird das Reagenz in die DNA
eingebaut und wirkt dort als Inhibitor der DNA-Cytosin-C5-Methyltransferase, indem es mit
der Methyltransferase einen Komplex und somit einen stabilen Intermediédrzustand ausbildet
(Sheikhnejad et al., 1999). Durch die Hemmung der DNA-Cytosin-C5-Methyltransferase
wird die Methylierung der neu gebildeten DNA-Strénge bei der Replikation blockiert, so dass

eine Demethylierung der genomischen DNA erreicht wird. Die Tumorzellen wurden fur 72 h



ERGEBNISSE 85

mit 2,5 uM oder 5 uM 5-Aza-2’-deoxycytidin behandelt, als Kontrolle wurden unbehandelte
Zellen verwendet. Dann wurde die Gesamt-RNA mit TRIzol prépariert und in einer RT-PCR
in cDNA umgeschrieben. AnschlieRend wurde ein 273 bp langes DNA-Fragmente von Par-4
mit den Oligonukleotiden 5 Par4-mut-T164 und Par-4-795-775reverse, ein 235 bp langes
DNA-Fragment von TFPT mit den Oligonukleotiden TCF3-cDNA-f und TCF3-cDNA-r oder
ein 193 bp langes DNA-Fragment der ZIPK mit den Oligonukleotiden ZIPK-cDNA-f und
ZIPK-cDNA-r in einer PCR-Reaktion mit 28 Zyklen amplifiziert und die PCR-Produkte in
einem 2 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Als Mengenabgleich wurde ein 148 bp langes DNA-
Fragment von B2-Mikroglobulin mit den Oligonukleotiden f2-MG-for und f2-MG-rev in
einer PCR-Reaktion mit 35 Zyklen amplifiziert. Wie in Abb. 24 zu sehen ist, wurde die Par-4-
MRNA-Expression in den Gliom-Zellinien A172 (Abb. 24 A a, Spur 1-3), U373-MG (Abb.
24 A a, Spur 7-9), U178-MG (Abb. 24 A a, Spur 13-15) und U251-MG (Abb. 24 A a, Spur
16-18) sowie in der Medulloblastom-Zellinie D283 (Abb. 24 B a, Spur 4-6) im Vergleich zum
jeweiligen Kontrollansatz durch die Behandlung der Tumorzellen mit dem Reagenz 5-Aza-2’-
deoxycytidin hochreguliert. In den anderen untersuchten Tumorzellinien des zentralen
Nervensystems konnte kein Unterschied in der Par-4-mRNA-Expression nach Induktion der
DNA-Methylierung durch 5-Aza-2’-deoxycytidin festgestellt werden (U87-MG und LN428,
Abb. 24 A a, Spur 4-6 und 10-12 sowie Med8A, D425 und Daoy, Abb. 24 B a, Spur 1-3, 7-9,
10-12). Eine Erh6hung des TFPT-Transkripts konnte auch in den Gliom-Zellinien A172
(Abb. 24 A b, Spur 1-3), U373-MG (Abb. 24 A b, Spur 7-9), U178-MG (Abb. 24 A b, Spur
13-15) und U251-MG (Abb. 24 A b, Spur 16-18) sowie in der Medulloblastom-Zellinie Daoy
(Abb. 24 B b, Spur 10-12) nach Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin beobachtet werden.
Alle anderen Tumorzellinien exprimierten, unabhangig von der Induktion der DNA-
Methylierung durch 5-Aza-2’-deoxycytidin, gleiche Mengen TFPT-mRNA im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollzelle (U87-MG und U373-MG, Abb. 24 A b, Spur 4-6 und 7-9 sowie
Med8A, D283 und D425, Abb. 24 B b, Spur 1-9). Die mRNA-Expression der ZIPK wurde in
den Gliom-Zellinien A172 (Abb. 24 A c, Spur 1-3), LN428 (Abb. 24 A c, Spur 10-12) und
U178-MG (Abb. 24 A c, Spur 13-15) sowie in den Medulloblastom-Zellinien Med8A (Abb.
24 B c, Spur 1-3), D425 (Abb. 24 B c, Spur 7-9) und Daoy (Abb. 24 B c, Spur 10-12) nach 5-
Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten
Kontrollzellen induziert. In den anderen untersuchten Tumorzellinien wurde kein Unterschied
in der ZIPK-mRNA-Expression nach Behandlung mit 5-Aza-2’-deoxycytidin detektiert (U87-
MG und U373-MG, Abb. 24 A c, Spur 4-9 sowie D283, Abb. 24 B c, Spur 4-6). Die
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Expressionsanalyse von B2-Mikroglobulin zeigte, dass in allen Ansdtzen vergleichbare
mRNA-Konzentrationen vorlagen (Abb. 24 A und B, d).

A
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Abb. 24: mRNA-Expression von Par-4, ZIPK und TFPT nach Behandlung von humanen Tumorzellinien
mit 5-Aza-2'-deoxycytidin. (A) Verschiedene Gliom-Zellinien (oben angegeben) wurden 72 h mit 2,5 uM oder
5 UM 5-Aza-2’-deoxycytidin behandelt, unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle (0 uM). Anschlieend wurde
die endogene Par-4-, ZIPK- oder TFPT-mRNA-Expression in einer RT-PCR-Analyse untersucht, in der fiir Par-
4 ein 273 bp langes, fur TFPT ein 235 bp langes und fur ZIPK ein 193 bp langes DNA-Fragment amplifiziert
wurde. Als Mengenabgleich wurde die Amplifikation eines 148 bp langen DNA-Fragments des p2-
Mikroglobulin-Gens  herangezogen. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. (B) Die endogene mRNA-Expression von Par-4, ZIPK und TFPT sowie B2-
Mikroglobulin als Mengenabgleich wurde durch RT-PCR in verschiedenen Medulloblastom-Zellinien (oben
angegeben) untersucht, die 72 h mit 2,5 uM oder 5 pM 5-Aza-2’-deoxycytidin behandelt wurden bzw. als
Kontrolle nicht mit 5-Aza-2’-deoxycytidin (0 uM) behandelt wurden. Die amplifizierten DNA-Fragmente von
Par-4 (273 bp), ZIPK (193 bp), TFPT (235 bp) und B2-Mikroglobulin (148 bp) wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt.

Zusammengenommen deuten die Ergebnisse dieser Analyse darauf hin, dass die mRNA-

Expression der untersuchten Gene par-4, tfpt und zipk in verschiedenen Gliom- und
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Medulloblastom-Zellinien durch DNA-Methylierung herunterreguliert sein konnte, da die
Genexpression durch die Behandlung der Zellen mit dem DNA-Demethylierungreagenz 5-

Aza-2’-deoxycytidin dosisabhangig induziert werden konnte.

453 Methylierungsanalysen des Par-4-, ZIPK- und TFPT-Promotors

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Gene par-4, zipk und tfpt in
einigen Tumorzellinien nur schwach exprimiert werden (4.5.1) und dass die Genexpression in
Tumorzellen des zentralen Nervensystems durch die Behandlung mit dem DNA-
Demethylierungsreagenz 5-Aza-2’-deoxycytidin hochreguliert werden kann (4.5.2). Diese
Befunde deuten auf die Inaktivierung des par-4-, tfpt- und zipk-Gens durch DNA-
Hypermethylierung hin. Des Weiteren wurde in einer kirzlich veréffentlichten Studie gezeigt,
dass die Par-4-Expression in Ras-transformierten HEK Zellen (humane, embryonale
Nierenzellen) durch Promotor-Methylierung des par-4-Gens herunterreguliert wird (Pruitt et
al., 2005). Deshalb sollte nun untersucht werden, ob die Promotoren der par-4-, tfpt- und zpk-
Gene hypermethyliert sind. Zu diesem Zweck wurden ca. 5000 bp im 5’-Bereich des
Transkriptionsstartpunkts der entsprechenden Gene mit Hilfe des EMBOSS CpGPlot
Programms (Rice et al., 2000) analysiert. Mit Hilfe dieses Computerprogramms konnen CpG-
Inseln lokalisiert werden, indem die DNA-Abschnitte im Hinblick auf ihren GC-Gehalt
untersucht werden. Die Einstellungen des Computerprogramms wurden so gewahlt, dass
mindestens ein GC-Gehalt von 50 % in einem DNA-Fragment von mindestens 200 bp Lange
vorliegen muss, um als potentielle CpG-Insel identifiziert zu werden. Daruiber hinaus musste
das Verhdltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs groRer als 0,6 sein. Anschliel3end
wurden Oligonukleotid-Paare ausgewahlt, mit denen DNA-Fragmente aus den identifizierten
CpG-Inseln  amplifiziert werden konnen (siehe auch Anhang A). Fir die
Methylierungsanalysen genomischer DNA standen zwei experimentelle Ansédtze zur
Verfligung. Der erste Schritt in beiden experimentellen Methoden besteht in der Behandlung
der genomischen DNA mit dem Reagenz Bisulfit (BS). Durch diese Behandlung werden die
unmethylierten Cytosinbasen der DNA in Uracil umgewandelt, wohingegen methylierte
Cytosinbasen (®™C) unter den gewahlten Reaktionsbedingungen inert sind und nicht
umgewandelt werden. AnschlieBend wird eine PCR-Reaktion durchgefuhrt, in der die
behandelte BS-DNA als Matrize eingesetzt wird. In dieser so genannten BS-PCR werden die
Uracil-Basen als Thymin und die ®"C-Basen als Cytosin in den amplifizierten DNA-Strang
eingebaut, so dass nach dem Amplifikationsprozess entweder CpG-Dinukleotide (bei

methylierter DNA) oder TpG-Dinukleotide (bei unmethylierter DNA) im amplifizierten



ERGEBNISSE 88

DNA-Fragment vorliegen. Die amplifizierten DNA-Produkte aus der BS-PCR konnen nun
durch zwei verschiedene experimentelle Ansdtze weiter untersucht werden. Bei der ersten
Methode, durch die eine genaue Kartierung methylierter Cytosinbasen maglich ist, wird das
BS-PCR-Produkt in den Vektor pCR 2.1-TOPO kloniert und anschlieBend durch Vektor-
spezifische Oligonukleotide nochmals in einer PCR-Reaktion (,,Klon-PCR*) amplifiziert. Das
PCR-Produkt aus der Klon-PCR kann dann sequenziert werden (,,BS-Sequenzierung“). Die
Auswertung der BS-DNA-Sequenzen erfolgt mit Hilfe des Computerprogramms BiQ-
Analyzer, das die Sequenzierungsergebnisse der BS-PCR-Produkte in einem internen
ClustalW-Vergleich mit den entsprechenden Sequenzen der genomischen DNA vergleicht.
Auf diese Weise kann der Methylierungsstatus jedes einzelnen CpG-Dinukleotids im BS-
PCR-Produkt bestimmt werden. Als Alternative zur Sequenzierung von BS-PCR-Produkten
kann der Methylierungsstatus der BS-PCR-Produkte bei der zweiten experimentellen
Methode mit Hilfe eines speziellen Restriktionsendonuklease-Verdaus analysiert werden. Das
Prinzip dieser so genannten kombinierten BS-Restriktionsanalyse (COBRA) beruht auf dem
Einsatz von Restriktionsendonukleasen, die Erkennungsmotive mit CpG-Dinukleotiden
besitzen und deshalb zum Beispiel nur vormals methylierte DNA schneiden kdnnen. Die im
Rahmen dieser Arbeit fir die COBRA-Analyse verwendete Restriktionsendonuklease BstUI
weist das Erkennungsmotiv CGCG auf und kann die amplifizierten BS-PCR-Fragmente nur
schneiden, wenn beide Cytosinbasen im Erkennungsmotiv in der genomischen DNA als >"C
vorliegen und deshalb in der BS-PCR als Cytosin und nicht als Thymin in das amplifizierte
DNA-Fragment eingebaut wurden. Der Grad der DNA-Fragmentierung spiegelt deshalb den
Grad der DNA-Methylierung an dem Erkennungsmotiv der Restriktionsendonuklease BstUI
wider. Wahrend die BS-Sequenzierung geeignet ist, quantitativ die Position von
Methylierungsereignissen zu bestimmen, liegt der Vorteil der COBRA-Analyse darin, sehr
effizient groRe DNA-Kollektive auf die Methylierung bestimmter CpG-Positionen hin

studieren zu kdnnen.

45.3.1 Methylierungsstatus des Par-4-, ZIPK- und TFPT-Promotors in humanen
Tumor zellinien

Zunachst sollten die Promotoren der Gene par-4, zipk und tfpt in den Tumorzellinien

untersucht werden, die einen geringen mRNA-Expressionsstatus der entsprechenden Gene

aufweisen (siehe 4.5.1.1) oder in denen sich die Expression der Gene nach 5-Aza-2’-

deoxycytidin-Behandlung hochregulieren lasst (siehe 4.5.2). Um diese Fragestellung zu

bearbeiten, wurde zunéchst genomische DNA aus den entsprechenden Tumorzellinien isoliert,
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die DNA einer Bisulfit-Behandlung unterzogen und nach der Behandlung als Matrize in einer
BS-PCR mit den Oligonukleotiden PAR4-bs-f1 und PAR4-bs-rl fur den Par-4-Promotor,
huZIP-bs-f und huZIP-bs-r fiir den ZIPK-Promotor sowie TFPT-bs-3f und TFPT-bs-2r fur
den TFPT-Promotor eingesetzt. Das amplifizierte DNA-Fragment des Par-4-Promotors (222
bp), des ZIPK-Promotors (191 bp) oder des TFPT-Promotors (378 bp) wurde in den Vektor
pCR 2.1-TOPO kloniert und anschliel3end in Bakterien transformiert. Dann wurde eine Klon-
PCR mit mindestens fiinf unabhangigen Bakterienklonen durchgefuhrt und die amplifizierten
PCR-Produkte sequenziert. Die BS-DNA-Sequenzen wurden dann mit dem BiQ-Analyzer-
Computerprogramm ausgewertet. Das Computerprogramm vergleicht die Sequenzierungs-
ergebnisse mit der entsprechenden Sequenz der genomischen DNA und stellt die
Analyseergebnisse graphisch dar. Das amplifizierte Promotorfragment wird dabei als Linie
und die CpG-Dinukleotide durch Kreise dargestellt. Gefiillte schwarze Kreise symbolisieren
methylierte, ungefullte Kreise stellen unmethylierte Cytosinbasen in den CpG-Dinukleotiden
dar. Striche ohne Kreise symbolisieren nicht-CpG-Positionen im BS-PCR-Produkt, obwohl in
der genomischen Sequenz an dieser Stelle ein CpG-Dinukleotid vorliegt. Zur besseren
Ubersicht wurden die durch die BS-Sequenzierung ermittelten Methylierungsgrade der
Promotorfragmente von Par-4, ZIPK und TFPT in drei verschiedene Kategorien eingeteilt:
Der Wert ,,0“ représentiert keine DNA-Methylierung innerhalb des untersuchten
Promotorbereichs, der Wert ,,1* steht fiir eine schwache DNA-Methylierung und der Wert ,,2*
bezeichnet eine starke DNA-Methylierung im untersuchten Promotorbereich. In der Abb. 25
sind exemplarisch die Sequenzierungsergebnisse der analysierten BS-PCR-Produkte des
Par-4-Promotors (Abb. 25 A), des ZIPK-Promotors (Abb. 25 B) und des TFPT-Promotors
(Abb. 25 C) dargestellt, die die verschiedenen detektierten DNA-Methylierungsgrade in den
untersuchten humanen Tumorzellinien reprasentieren. Dabei ist in Abb. 25 A (a) ein un-
methyliertes Par-4-Promotorfragment mit dem Wert 0 und in Abb. 25 A (b) ein stark
methyliertes Par-4-Promotorfragment mit dem Wert 2 dargestellt. Ein nicht methyliertes
DNA-Fragment des ZIPK-Promotors (Wert 0) ist in Abb. 25 B (a) dargestellt, die Abb. 25 B
(b) zeigt ein schwach methyliertes ZIPK-Promotorfragment mit dem Wert 1. In Abb. 25 C (a)
ist ein nicht methyliertes DNA-Fragment des TFPT-Promotors mit dem Wert 0, in Abb. 25 C
(b) ein schwach methyliertes TFPT-Promotorfragment mit dem Wert 1 und in Abb. 25 C (c)

ein stark methyliertes TFPT-Promotorfragment mit dem Wert 2 gezeigt.
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Abb. 25: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse der BS-Sequenzierung des Par-4-, ZIPK- und des
TFPT-Promotors in humanen Tumor zellinien. (A-C) Genomische, BS-modifizierte DNA aus verschiedenen
Tumorzellinien wurde in einer BS-PCR als Matrizen-DNA eingesetzt und ein DNA-Fragment des Par-4-, ZIPK-
oder TFPT-Promotors mit den entsprechenden Oligonukleotiden amplifiziert. Die amplifizierten DNA-
Fragmente wurden anschliefend kloniert und in Bakterien transformiert. Dann wurde eine Klon-PCR mit
mindestens 5 unabhéngigen Bakterienklonen durchgefiihrt und die amplifizierten PCR-Produkte sequenziert. Die
BS-DNA-Sequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe des BiQ-Analyzer Programms ausgewertet und die
Ergebnisse in einem Diagramm graphisch dargestellt. Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie
dargestellt. Die gefllten schwarzen Kreise symbolisieren methylierte, die ungefullten Kreise symbolisieren
unmethylierte Cytosinbasen in den CpG-Dinukleotiden des Promotorfragments. Striche ohne Kreise
symbolisieren nicht-CpG-Positionen im sequenzierten BS-PCR-Produkt, obwohl dort in der genomischen
Sequenz ein CpG-Dinukleotid vorliegt. (A) Exemplarisch fiir mehrere untersuchte Proben sind die
Sequenzanalysen der amplifizierten Par-4-Fragmente aus den Tumorzellinien U87-MG (a) und U251-MG (b)
dargestellt. Die U87-MG-Probe reprasentiert ein nicht methyliertes Promotorfragment mit dem Wert 0 und die
U251-MG-Probe représentiert ein stark methyliertes Promotorfragment mit dem Wert 2. (B) Promotor-Analysen
der ZIPK. Exemplarisch fiir mehrere untersuchte Proben sind die Sequenzanalysen der Zellinie MCF-7 (a) und
der Zellinie A172 (b) dargestellt. Dabei reprasentiert die MCF-7-Probe nicht methylierte DNA mit dem Wert 0,
die Al72-Probe reprasentiert schwach methylierte DNA mit dem Wert 1. (C) TFPT-Promotor-Analysen.
Exemplarisch fur mehrere untersuchte Proben sind die Sequenzanalysen der Tumorzellinie Daoy (a), der
Tumorzellinie U178-MG (b) und der Tumorzellinie U251-MG (c) dargestellt. Die Daoy-Probe représentiert eine
nicht methylierte DNA-Sequenz mit dem Wert 0, die U178-MG-Probe reprasentiert eine schwach methylierte
DNA-Sequenz mit dem Wert 1 und die U251-MG-Probe représentiert stark methylierte DNA mit dem Wert 2.



ERGEBNISSE 91

In den Gliom-Zellinien U251-MG (Abb. 25 A, b) und U373-MG, in denen nach der Induktion
der DNA-Demethylierung ein erhohter Par-4-mRNA-Expressionsstatus nachgewiesen wurde,
konnte nach der Auswertung der BS-Sequenzierungsreaktion mit dem Programm BiQ-
Analyzer eine starke DNA-Methylierung im untersuchten Par-4-Promotorfragment detektiert
werden (Tabelle 1, Spalte 4). In der Tumorzellinie Molt-4, in der kein Par-4-Transkript
detektiert wurde, konnte keine DNA-Methylierung im untersuchten Par-4-Promotorfragment
nachgewiesen werden (Tabelle 1, Spalte 4). Auch in den Tumorzellinien U87-MG (Abb. 25
A, a) und SH-SY5Y wurde keine Methylierung im Par-4-Promotor detektiert (Tabelle 1,
Spalte 4). Das Par-4-Promotorfragment in den Tumorzellinien U178-MG, A172 und D283, in
denen nach 5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung eine verstarkte Par-4-mRNA-Expression
beobachtet wurde, war ebenfalls nicht methyliert (Tabelle 1, Spalte 4). Die sequenzierten
ZIPK-Promotorfragmente aus den Zellinien Molt-4 und MCF-7 (Abb. 25 B, a) wiesen trotz
geringer ZIPK-mRNA-Expression keine DNA-Methylierung auf (Tabelle 1, Spalte 7). Unter
den Zellinien, in denen die ZIPK-mRNA-Expression nach 5-Aza-2’-deoxycytidin-
Behandlung induziert werden konnte (A172, LN428, U178-MG, Daoy, D283, Med8A), war
nur in der Zellinie A172 (Abb. 25 B, b) eine &uRerst schwache DNA-Methylierung zu
detektieren (Tabelle 1, Spalte 7). Fir die Untersuchung des in der BS-PCR amplifizierten
DNA-Fragments des TFPT-Promotors aus verschiedenen Tumorzellinien wurde nicht nur die
Methode der BS-Sequenzierung verwendet, sondern auch die COBRA-Technik
herangezogen. In der COBRA-Analyse wurde die Restriktionsendonuklease BstUI verwendet,
die die BS-PCR-Produkte an dem Erkennungsmotiv CGCG spaltet. Die durch den
Restriktionsverdau  entstehenden ~ DNA-Spaltprodukte ~ wurden  durch  Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Der Grad der DNA-Fragmentierung spiegelt
dabei den Grad der DNA-Methylierung des BS-PCR-Produkts an dem Erkennungsmotiv
CGCG wider. Zur besseren Ubersicht wurden die detektierten Grade der DNA-
Fragmentierung in drei verschiedene Schnittklassifikationen eingeteilt. Der Wert ,,0*
reprasentiert unverdaute und damit nicht methylierte DNA, der Wert ,,1* repréasentiert eine
partielle Spaltung des BS-PCR-Produkts und damit eine schwache DNA-Methylierung. Der
Wert ,,2“ représentiert (nahezu) vollstdndig verdaute DNA und somit eine starke DNA-
Methylierung. In der Abb. 26 B (Abschnitt 4.5.3.2) sind exemplarisch die Ergebnisse einer
COBRA-Analyse mit der Restriktionsendonuklease BstUl von amplifizierten TFPT-
Promotorfragmenten aus einer BS-PCR sowie ihre Einteilung in die Schnittklassen 0, 1 und 2
dargestellt. Zusétzlich zur COBRA-Analyse wurden alle amplifizierten TFPT-
Promotorfragmente bis auf das TFPT-DNA-Fragment, das aus der Tumorzellinie MCF-7
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amplifiziert wurde, durch BS-Sequenzierung analysiert. Die ermittelten Methylierungsgrade
des TFPT-Promotorfragments aus der COBRA-Analyse und aus der Sequenzierungsanalyse
der BS-PCR-Produkte stimmten dabei vollig Uberein. Eine starke DNA-Methylierung des
untersuchten TFPT-Promotorfragments (COBRA und BS-Sequenzierung) wurde in den
Glioblastom-Zellinien A172, U373-MG und U251-MG (Abb. 25 C, c¢) nachgewiesen (Tabelle
1, Spalte 10), in denen die TFPT-mRNA-Expression nach 5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung
induziert werden konnte. In der Zellinie U178-MG, in der die TFPT-mRNA-EXxpression nach
5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung induziert wurde, konnte sowohl in der COBRA-Analyse
wie auch nach Auswertung der Sequenzierungs-Reaktion (Abb. 25 C, b) des amplifizierten
DNA-Fragments eine schwache DNA-Methylierung detektiert werden (Tabelle 1, Spalte 10).
Die Medulloblastom-Zellinie Daoy (Abb. 25 C, a) wies keinerlei DNA-Methylierung im
untersuchten TFPT-Promotorfragment auf (COBRA und BS-Sequenzierung), obwohl auch
hier die TFPT-mRNA-Expression nach 5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung hochreguliert
werden konnte. Die Zellinie MCF-7, in der ein schwaches TFPT-Transkript nachgewiesen
wurde, wies in der COBRA-Analyse eine schwache DNA-Methylierung der
Schnittklassifikation 1 auf (Tabelle 1, Spalte 10).

Par-4 ZIPK TFEPT
Promotor- Promotor- Promotor-

Zellinie mMRNA5-Azal Methylierung [MRNA5-Aza] Methylierung |[mRNA5-Aza]  Methylierung
|\/|0|t-4 - O O ++
TG | [
u178-MG + 1
U251-MG + 2
U373-MG | ., + + 2
LN428
AL72
SH-SY5Y

D283
Med8A

D425 B
Daoy | -]

Tabelle 1. Zusammenfassung der mRNA-Expressionsanalysen, der Ergebnisse aus der Untersuchung zur
MRNA-Induktion nach 5-Aza-2'-deoxycytidin-Behandlung sowie der Ergebnisse der Promotor-
M ethylierungsstudien von Par-4, ZIPK und TFPT in humanen Tumor zellinien. In der linken Spalte sind die
Tumorzellinien aufgelistet. In der Tabelle ist der mRNA-Expressionsstatus von Par-4 (Spalte 2), von ZIPK
(Spalte 5) und von TFPT (Spalte 8) in den untersuchten humanen Tumorzellinien dargestellt (siehe 4.5.1.1).
+/++ reprasentiert die Intensitdit der mRNA-Expression, — reprasentiert kein detektierbares Transkript. Die
Ergebnisse aus den mMRNA-Expressionsstudien nach Induktion der DNA-Demethylierung in humanen
Tumorzellinien mit dem Reagenz 5-Aza-2’-deoxycytidin (siehe 4.5.2) sind flr Par-4 in der Spalte 3, fir ZIPK in
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der Spalte 6 und fur TFPT in der Spalte 9 dargestellt. — zeigt keine Induktion der mRNA-Expression nach
Behandlung der Tumorzellen mit 5-Aza-2’-deoxycytidin an, + zeigt die Detektion einer Induktion der
Transkription nach der Behandlung der Zellen mit 5-Aza-2’-deoxycytidin an. Die ermittelten
Methylierungsgrade (siehe 4.5.3.1) des Par-4-Promotors sind in der Spalte 4 angegeben. Die relativen
Methylierungsgrade fiir das ZIPK-Promotorfragment sind in Spalte 7, die relativen Methylierungsgrade fur das
TFPT-Promotorfragment sind in Spalte 10 dargestellt (siehe 4.5.3.1). Der Wert O reprasentiert nicht methylierte
DNA, der Wert 1 représentiert schwach methylierte DNA und der Wert 2 reprasentiert stark methylierte DNA.
Schwarz gefiillte Zeilen bedeuten, dass die Analyse fur die entsprechende Zellinie nicht stattgefunden hat.

Zusammenfassend bestatigen die durchgefuhrten Experimente, dass die Transkription des
par-4-Gens in den Gliom-Zellinien U251-MG und U373-MG durch Promotor-Methylierung
reguliert wird. Das untersuchte Promotorfragment des zipk-Gens war in keiner der
untersuchten Tumorzellinien deutlich methyliert. Die Analysen des amplifizierten TFPT-
Promotorfragments zeigten, dass eine positive Korrelation zwischen einer schwachen TFPT-
MRNA-Expression in den Tumorzellinien MCF-7 und U251-MG und einer starken DNA-
Hypermethylierung im TFPT-Promotor vorliegt. Mit Ausnahme der Medulloblastom-Zellinie
Daoy konnte in allen Tumorzellinien (U178-MG, U251-MG, U373-MG, Al72) eine
Korrelation zwischen der Induktion der TFPT-Transkription durch DNA-Demethylierung und
einer verstarkten TFPT-Promotormethylierung nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind als
Ubersicht in der Tabelle 1 zusammengefasst.

45.3.2 Methylierungsstatus des Par-4- und des TFPT-Promotors sowie mRNA-
Expression von Par-4 und TFPT in humanem Gliomgewebe
Die vorangegangenen Studien haben gezeigt, dass die Par-4- sowie die TFPT-mRNA-
Expression in vielen Gliom-Zellinien durch die Behandlung der Zellen mit dem Reagenz 5-
Aza-2’-deoxycytidin induziert werden konnte (4.5.2) und dass die Induktion der Par-4- bzw.
TFPT-Transkription durch DNA-Demetylierung mit einer DNA-Methylierung der
untersuchten Par-4- bzw. TFPT-Promotorfragmente korrelierte (4.5.3.1). Die ZIPK-mRNA-
Expression wurde zwar ebenfalls in einigen Gliom-Zellinien durch Aza-2’-deoxycytidin-
Behandlung induziert, es konnte jedoch keine deutliche DNA-Methylierung in dem
untersuchten ZIPK-Promotorfragment aus den entsprechenden Zellinien detektiert werden.
Daher wurde in den folgenden Untersuchungen nur der Par-4-Promotor und der TFPT-
Promotor in primérem Gliomgewebe verschiedener Patienten auf DNA-Hypermethylierung
analysiert. Flr die Studien wurde uns freundlicherweise ein DNA-Kollektiv aus priméren
Gliomproben verschiedener Patienten von der Arbeitsgruppe Reifenberger (Institut fur
Neuropathologie, Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf) und von der Arbeitsgruppe von
Deimling (Institut fir Neuropathologie, Ruprecht-Karls Universitdt Heidelberg) zur

Verfligung gestellt. Die genomische DNA aus den primdren Gliomen wurde mit Hilfe des
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EpiTect Bisulfite Kit von der Firma QIAGEN in BS-DNA umgewandelt und als Matrize in
einer BS-PCR eingesetzt. In den nachfolgenden Analysen wurde genomische DNA als
Kontrolle eingesetzt, die aus der weilRen und grauen Gehirnsubstanz von Epilepsiepatienten
prépariert wurde (NB, normal brain; Institut flr Neuropathologie, Universitatsklinikum
Bonn). Auch die Kontroll-DNA wurde wie oben beschrieben in BS-DNA umgewandelt.

Abb. 26;: COBRA-Analyse der durch BS-PCR amplifizierten DNA-Fragmente des Par-4- und des TFPT-
Promotors in primérem Gliomgewebe. (A-B) In einer BS-PCR, in der BS-modifizierte DNA aus primarem
Gliomgewebe als Matrize eingesetzt wurde, wurden Promotorfragmente mit Par-4-spezifischen bzw. TFPT-
spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Jeweils drei verschiedene BS-PCR-Produkte des Par-4- und des
TFPT-Promotors wurden mit der Restriktionsendonuklease BstUl verdaut. Die Auftrennung der DNA-
Spaltprodukte erfolgte in einem 4 %-igen Agarosegel. Als Kontrolle diente das jeweilige unverdaute PCR-
Produkt. Die DNA-Fragmentlangen des Langenstandards sind in [bp] neben dem Gel angegeben. Je nach Grad
der DNA-Fragmentierung wurden die Proben in die Schnittklassifikation 0 (unverdautes BS-PCR-Produkt), 1
(schwach verdautes BS-PCR-Produkt) und 2 (stark verdautes BS-PCR-Produkt) eingeteilt. (A) BstUI-
Restriktionsverdau von drei verschiedenen BS-PCR-Produkten des Par-4-Promotors mit der Schnittklassifikation
0 (Spur 1-2), 1 (Spur 3-4) und 2 (Spur 5-6), die exemplarisch fiir die Analyse des gesamten Gliomkollektivs
gezeigt werden. (B) BstUI-Restriktionsverdau von drei Proben des amplifizierten TFPT-Promotorfragments aus
dem Gliomkollektiv, die die Schnittklassifikation 0 (Spur 1-2), 1 (Spur 3-4) und 2 (Spur 5-6) aufweisen. (C)
DNA-Sequenz des amplifizierten Par-4-Promotorfragments nach BS-Behandlung. Die potentiell methylierten
CpG-Dinukleotide sind durch fett markierte, unterstrichene Buchstaben hervorgehoben. Dabei stellen die in
roten Buchstaben dargestellten CGCG-Folgen die BstUI-Restriktionsschnittstellen dar. Die unterstrichenen
Basen entsprechen den verwendeten Oligonukleotiden, dabei sind die bei der Amplifikation angefligten M13-
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide durch kleine Buchstaben markiert. Bei der Methylierung aller
vorhandenen Cytosinbasen in den CpG-Dinukleotiden wirden nach einem BstUI-Restriktionsverdau DNA-
Fragmente von 218, 77, 43, 11, und 9 bp entstehen. (D) DNA-Sequenz des amplifizierten TFPT-
Promotorfragments nach BS-Behandlung. Die unterstrichenen Basenfolgen am Anfang und am Ende der
Sequenz entsprechen der Sequenz der in der BS-PCR eingesetzten Oligonukleotide. Die fett markierten und
unterstrichenen Buchstaben stellen die potentiellen CpG-Dinukleotide dar. Die roten, fett markierten und
unterstrichenen CGCG-Folgen markieren die potentiellen BstUI-Restriktionsschnittstellen. Waéren alle
Cytosinbasen in den CpG-Dinukleotiden des TFPT-Promotorfragments methyliert, wiirden nach einem BstUI-
Restriktionsverdau DNA-Fragmente von 182, 84, 75 und 37 bp entstehen.
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Fur die Amplifikation des Par-4-Promotorfragments wurden die Oligonukleotide Par4-bs-f1-
M13 und Par4-bs-r4-M13 verwendet. Mit diesen Oligonukleotiden wird ein 358 bp langes
DNA-Fragment des Par-4-Promotors in der BS-PCR amplifiziert, das insgesamt vier
potentielle BstUI-Restriktionsschnittstellen enthdlt. Sowohl am Sinn- wie auch am
Gegensinn-Oligonukleotid befindet sich eine 20 bp lange M13-Sequenz, die nicht mit dem
amplifizierten Par-4-Promotorfragment hybridisiert. Die in der BS-PCR-Reaktion
amplifizierten PCR-Produkte des Par-4-Promotors werden deshalb im 5’-Bereich und im 3’-
Bereich um 20 bp verléngert, so dass die DNA-Spaltprodukte des BS-PCR-Produkts nach der
COBRA-Analyse im Agarosegel besser aufgetrennt werden kénnen (siehe Abb. 26 C). Fir
die Amplifikation des TFPT-Promotorfragments von 378 bp Lé&nge wurden die
Oligonukleotide TFPT-bs-3f und TFPT-bs-2r verwendet. Das BS-PCR-Produkt enthélt 3
potentielle BstUI-Restriktionsschnittstellen (siehe Abb. 26 D). Alle amplifizierten BS-PCR-
Produkte wurden einer COBRA-Analyse mit der Restriktionsendonuklease BstUI unterzogen
und die DNA-Spaltprodukte in einem 4 %-igen Agarosegel analysiert. Als Kontrolle wurde
zusétzlich das PCR-Produkt auf das Agarosegel aufgetragen, das nicht mit der
Restriktionsendonuklease BstUI verdaut wurde. Zur Ubersicht wurden die im Rahmen dieser
Analyse detektierten Grade der DNA-Fragmentierung in die drei verschiedenen
Schnittklassifikationen ,,0%, ,,1* und ,,2“ eingeteilt. Die Abb. 26 zeigt exemplarisch fur alle
Proben aus dem DNA-Kollektiv von Gliomen verschiedener Patienten jeweils drei gespaltene
BS-PCR-Produkte des Par-4-Promotors (Abb. 26 A) oder des TFPT-Promotors (Abb. 26 B).
Wie bereits unter 4.5.3.1 beschrieben, représentiert der Wert 0 unverdaute und damit
unmethylierte DNA (Abb. 26 A und B, Spur 2), der Wert 1 reprasentiert schwach verdaute
und damit schwach methylierte DNA (Abb. 26 A und B, Spur 4) und der Wert 2 reprasentiert
(nahezu) vollstandig verdaute und damit stark methylierte DNA (Abb. 26 A und B, Spur 6).
Anhand dieser Schnittklassifikation wurden alle 87 mit Hilfe der COBRA-Analyse
untersuchten DNA-Proben des Gliomkollektivs eingeteilt und die Ergebnisse in der Tabelle 2
zusammengefasst. Zusatzlich wurden alle in der COBRA-Analyse als methyliert eingestufte
und einige als unmethyliert eingestufte BS-PCR-Fragmente des Par-4-Promotors kloniert.
Dann wurde mit jeweils funf unabhéngigen Bakterienklonen eine Klon-PCR durchgefuhrt, die
amplifizierten PCR-Produkte sequenziert und mit dem BiQ-Analyzer Programm analysiert. So
konnte Uberprift werden, ob die Ergebnisse der COBRA-Analyse mit dem durch die BS-
Sequenzierung ermittelten Methylierungsmuster des untersuchten Promotorfragments
ubereinstimmten. In Abb. 27 A sind exemplarisch zwei BS-Sequenzanalysen dargestellt,
wobei die Probe NB 1 (Abb. 27 A a, Kontrollgewebe, weille/graue Hirnsubstanz) eine
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unmethylierte DNA-Sequenz mit dem Wert 0 und die Probe 96-98 (Abb. 27 A b, sekundares

Glioblastom) eine schwach methylierte DNA-Sequenz mit dem Wert 1 repréasentiert.
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Abb. 27: Exemplarische Darstellung der BS-Sequenzierungsergebnisse des Par-4- sowie des TFPT-
Promotors in primaren Gliomproben und in Kontrollgewebe. (A und B) BS-behandelte genomische DNA
aus primarem Gliomgewebe bzw. aus Kontrollgewebe wurde in einer BS-PCR als Matrize eingesetzt. Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschlieBend kloniert und in Bakterien transformiert. Dann wurde eine
Klon-PCR mit mindestens 5 unabhangigen Bakterienklonen (fur Par-4) bzw. mit mindestens 10 unabhéngigen
Bakterienklonen (fir TFPT) durchgefiihrt und die amplifizierten PCR-Produkte sequenziert. Die BS-DNA-
Sequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe des BiQ-Analyzer Programms ausgewertet und die Ergebnisse in
einem Diagramm graphisch dargestellt. Das amplifizierte Promotorfragment wird als Linie dargestellt. Gefillte
schwarzen Kreise symbolisieren methylierte, ungefillte Kreise symbolisieren unmethylierte Cytosinbasen in den
CpG-Dinukleotiden des Promotorfragments. Striche ohne Kreise symbolisieren nicht-CpG-Positionen im
sequenzierten BS-PCR-Produkt, obwohl dort in der genomischen Sequenz ein CpG-Dinukleotid vorliegt. (A)
Untersuchung des Par-4-Promotors. Exemplarisch fir alle untersuchten DNA-Proben des Gliomkollektivs sind
die Sequenzanalysen der DNA eines Kontrollgewebes (a, NB 1, weille/graue Hirnsubstanz) und eines
sekundaren Glioblastoms (b, Referenznummer 96-98) dargestellt. Dabei reprasentiert die DNA-Probe (a) eine
unmethylierte DNA-Sequenz mit dem Wert 0 und die DNA-Probe (b) eine schwach methylierte DNA-Sequenz
mit dem Wert 1. (B) Untersuchung des TFPT-Promotors. Die Sequenzanalysen der DNA des Kontrollgewebes
(a, NB 1, weiBe/graue Hirnsubstanz) sowie von zwei DNA-Proben primarer Glioblastome (b, Referenznummer
158-95 und c, Referenznummer 1271-03) sind abgebildet. Das amplifizierte TFPT-Promotorfragment des
Kontrollgewebes NB1 ist im Bereich der BstUI-Restriktionsschnittstellen nicht bzw. nur &uBerst schwach
methyliert, die untersuchte DNA-Sequenz der Probe 158-95 ist schwach und die DNA-Sequenz der Probe 1271-
03 ist stark methyliert.
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Fur die in der BS-PCR amplifizierten TFPT-Promotorfragmente wurde exemplarisch jeweils
eine durch die COBRA-Technik als unmethyliert (Abb. 27 B a, Kontrollgewebe, weilRe/graue
Hirnsubstanz), schwach methyliert (Abb. 27 B b, priméres Glioblastom) und stark methyliert
(Abb. 27 B c, primares Glioblastom) klassifizierte DNA-Probe durch BS-Sequenzierung von
mindestens zehn unabhéngigen Klonen untersucht und die Sequenzen anschlieBend mit dem
Computerprogramm BiQ-Analyzer ausgewertet. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen
werden, dass die Detektion einer schwachen DNA-Methylierung (Grad 1) in einer DNA-
Probe nicht zwingend bedeutet, dass das untersuchte Promotorfragment ein schwaches
Methylierungsmuster aufweist. Tumorgewebe, das aus Patienten isoliert wurde, enthalt nicht
ausschlielich  Tumorzellen, sondern beinhaltet ebenso normale Zellen, in denen das
Promotorfragment des zu untersuchenden Gens nicht methyliert sein kann. Dariber hinaus
konnen die Allele der untersuchten Gene ein unterschiedliches Methylierungsmuster
aufweisen, so dass die Tumorzellen heterogen in Bezug auf die DNA-Methylierung sein
konnen. Wie die Zusammenfassung in der Tabelle 2 zeigt, stimmen die ermittelten
Methylierungsgrade der COBRA-Analyse und der BS-Sequenzierung vollig Uberein
(vergleiche Spalten 3 und 4 sowie 6 und 7). Die Ergebnisse der Analysen verdeutlichen, dass
die untersuchte Par-4-Promotorregion nur in sehr wenigen Gliomproben methyliert ist
(Tabelle 2, Spalten 3 und 4). Einen geringen Methylierungsgrad mit dem Wert 1 wiesen 2 von
41 DNA-Proben (5 %) aus primaren Glioblastomen (Proben 380-99 und 1248-03) und 4 von
13 DNA-Proben (31 %) aus sekundaren Glioblastomen (537-94, 96-98, 198-01 und 365-02)
auf. In allen anderen Proben des Gliomkollektivs konnte keine DNA-Methylierung
nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Analyse des Par-4-Promotorfragments zeigten die
Untersuchungen der amplifizierten TFPT-Promotorfragmente (Tabelle 2, Spalten 6 und 7)
sehr viele methylierte DNA-Proben der Schnittklassifikation 1 und 2. Es ist jedoch zu
beachten, dass eine der beiden Kontrollproben (NB 3) ebenfalls den Methylierungsgrad 1
aufweist. Innerhalb der ersten Probengruppe (Primdre Glioblastome) wiesen nur 6 von 41
DNA-Proben (15 %) keine Methylierung auf, 16 von 41 DNA-Proben (39 %) waren schwach
und 19 von 41 DNA-Proben (46 %) waren stark methyliert. Bei den priméren Glioblastomen,
die aus ,,Langzeittiberlebern* (Patienten, die nach der operativen Entfernung des Glioblastoms
mindestens 3 Jahre Uberlebt haben) isoliert wurden, gab es nur 1 DNA-Probe von insgesamt 4
DNA-Proben (25 %) mit dem Methylierungsgrad 2, der Rest der Proben war unmethyliert.
Bei den primaren Glioblastomen mit sarkomatdser Komponente lieRen sich 2 von 5 (40 %)
gering methylierte Proben detektieren, bei den primdren Glioblastomen mit oligodendroglialer
Komponente war 1 von 2 DNA-Proben (50 %) schwach methyliert. Es gab keine
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unmethylierte DNA-Probe innerhalb der Riesenzellglioblastome, dafiir wiesen 4 von 5 DNA-
Proben (80 %) einen Methylierungsgrad der Schnittklassifikation 1 und 1 von 5 DNA-Proben
(20 %) einen Methylierungsgrad der Schnittklassifikation 2 auf. Zusammenfassend konnte in
37 % aller priméaren Glioblastomproben eine starke DNA-Methylierung des TFPT-Promotors
mit dem Grad 2 nachgewiesen werden. Auch bei den sekundéren Glioblastomen wurden stark
methylierte DNA-Proben der Schnittklassifikation 2 in 6 von 12 DNA-Proben (50 %)
gefunden sowie 3 von 12 (25 %) schwach methylierte DNA-Proben der Schnittklassifikation
1. Von den insgesamt 9 DNA-Proben der anaplastischen Astrozytome wurden 6 DNA-Proben
(67 %) als stark methyliert sowie 1 DNA-Probe (11 %) als schwach methyliert eingestuft. Bei
den Astrozytomen mit einem WHO-Grad 1l war der groRte Teil der DNA-Proben
unmethyliert (62 %), nur 3 von 8 DNA-Proben (38 %) konnte der Methylierungsgrad 2

zugewiesen werden.

Par-4 TFPT
Referenz- Histologische BS- MRNA- BS- MRNA-
nummer Herkunft COBRA | Sequenzierung | Expression | COBRA | Sequenzierung | Expression
158-95 Priméres Glioblastom 0 1 1
302-95 Priméres Glioblastom 0 2
363-95 Priméres Glioblastom 0 2
836-95 Priméres Glioblastom 0 0 1
871-95 Priméres Glioblastom 0 3.12 2 0.89
881-95 Priméres Glioblastom 0 287 0 141
1096-95 Priméres Glioblastom 0 1
1107-95 Priméres Glioblastom 0 13 2 0,75
45-96 Priméres Glioblastom 0 1
281-97 Priméres Glioblastom 0 1
819-99 Priméres Glioblastom 0 2
655-01 Priméres Glioblastom 0 3 1 1,06
771-02 Priméres Glioblastom 0 1
490-03 Priméres Glioblastom 0 1
558-03 Priméres Glioblastom 0 2.86 0 094
1037-03 Priméres Glioblastom 0 1
189-98 Priméres Glioblastom 0 2
379-99 Priméres Glioblastom 0 0 2
380-99 Priméres Glioblastom 1 1 2
409-99 Priméres Glioblastom 0 1,03 2 257
126-01 Priméres Glioblastom 0 361 1 158
568-01 Priméres Glioblastom 0 1,59 2 081
832-01 Priméres Glioblastom 0 1
1265-02 Priméres Glioblastom 0 16,93 0 151
785-02 Priméres Glioblastom 0 2
416-03 Priméres Glioblastom 0 1
497-03 Priméres Glioblastom 0 2
1139-03 Priméres Glioblastom 0 1
1248-03 Priméres Glioblastom 2 1 2
1271-03 Priméres Glioblastom 0 2 2
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1290-03 Priméres Glioblastom 0 ) ) 1 }
0002-04 Priméres Glioblastom 0 R B 0 R
0154-04 Priméres Glioblastom 0 ) } 2 )
0264-04 Priméres Glioblastom 0 ) } 1 )
0374-04 Priméres Glioblastom 0 ) ) 2 _
0458-04 Priméres Glioblastom 0 ) ) 2 }
0547-04 Priméres Glioblastom 0 R B 0 R
611-04 Priméres Glioblastom 0 ) } 2 )
740-04 Primares Glioblastom 0 ) ) 1 _
896-04 Priméres Glioblastom 0 ) ) 2 _
1235-01 Priméres Glioblastom 0 ) 955 0 235
934-96 Glioblastom,

Langzeitiiberleber 0 ) _ 2 )
201-98 Glioblastom,

Langzeitiiberleber 0 ; i 0 -
54-91 Glioblastom,

Langzeitiiberleber 0 i} i 0 -
375-01 Glioblastom,

Langzeituberleber 0 ) ) 0 )
445-96 Priméres Glioblastom

mit sarkomatdser

Komponente 0 0
1340-98 Priméres Glioblastom

mit sarkomatdser

Komponente 0 0
644-00 Priméres Glioblastom

mit sarkomatdser

Komponente 0 n
689-01 Priméres Glioblastom

mit sarkomatdser

Komponente 0 1
1246-02 Priméres Glioblastom

mit sarkomatdser

Komponente 0 0
706-02 Priméres Glioblastom

mit oligodendroglialer

Komponente 0 1
1071-03 Priméres Glioblastom

mit oligodendroglialer

Komponente 0 0 0
303-89 Sekundéres Glioblastom 0 ) 084 2 047
523-92 Sekundéres Glioblastom 0 ) 74.54 2 0.27
H492-94 Sekundéres Glioblastom 0 ) } 2 }
537-94 Sekundéres Glioblastom 1 1 148 0 0.9
18-96 Sekundéres Glioblastom 0 ) 131 ) )
1150-96 Sekundéres Glioblastom 0 0 955 2 0.97
96-98 Sekundéres Glioblastom 1 1 15.05 1 185
H542-98 Sekundéres Glioblastom 0 0 } 0 )
198-01 Sekundéres Glioblastom 1 1 18.46 0 305
365-02 Sekundéres Glioblastom 1 1 } 2 )
143(K) Sekundares Glioblastom 0 R B 1 R
630(K) Sekundares Glioblastom 0 ) 0.76 2 0.66
752(K) Sekundares Glioblastom 0 ) ) 1 )
505-89 Riesenzellglioblastom 0 ) ) 1 )
862-89 Riesenzellglioblastom 0 ) } 2 )
76-92 Riesenzellglioblastom 0 ; : 1 _
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1113-93 Riesenzellglioblastom 0 0 } 1
503-96 Riesenzellglioblastom 0 1
15-88 Anaplastisches

Astrozytom 0 ) 1,27 0 R 03
H71-95 Anaplastisches

Astrozytom 0 - 94,67 2 - 2,94
1107-97 Anaplastisches

Astrozytom 0 R 0.86 2 _ 1,92
818-98 Anaplastisches

Astrozytom 0 52,34 2 - 1,88
1205-99 Anaplastisches

Astrozytom 0 187,39 2 - 2,17
202-00 Anaplastisches

Astrozytom 0 R _ 1
811-01 Anaplastisches

Astrozytom 0 - 225,17 2 - 2,82
895-96 Anaplastisches

Astrozytom 0 R 502 2 _ 076
570-98 Anaplastisches

Astrozytom 0 117 0 15
1278-94 Astrozytom 0 1031 0 15
282-95 Astrozytom 0 1.76 2 183
1220-95 Astrozytom 0 167 2 122
87-96 Astrozytom 0 152 2 15
1238-96 Astrozytom 0 138 0 274
981-00 Astrozytom 0 1.28 0 0.96
1041-01 Astrozytom 0 308 0 181
403-04 Astrozytom 0 275 0 307
NB 1 normal brain 0 0 0
NB 3 normal brain 0 1 1 R

0 -

Tabelle 2. Methylierungsgrad der untersuchten Par-4- und TFPT-Promotorfragmente sowie Par-4- und
TFPT-mRNA-Expressionsstatus in priméren Gliomen aus dem Gliomkollektiv. Die Tabelle zeigt die
Ergebnisse der Methylierungsanalysen des Par-4- und TFPT-Promotors sowie den mRNA-Expressionsstatus von
Par-4 und TFPT in den Proben des Gliomkollektivs. In der linken Spalte sind die Referenznummern der
verwendeten Proben aufgelistet, in der Spalte daneben ist die histologische Herkunft der Tumorproben
aufgefiihrt. In der Spalte 3 (Par-4) und Spalte 6 (TFPT) sind die Methylierungsgrade der untersuchten
Promotorfragmente zusammengefasst, die durch BS-Sequenzierung ermittelt wurden. Die Spalten 4 (Par-4) und
7 (TFPT) beinhalten die Methylierungsgrade der untersuchten Promotorregion, die durch die COBRA-Analyse
bestimmt wurden. Die Zuordnung der Methylierungsgrade ist fiir beide experimentelle Methoden (BS-
Sequenzierung und COBRA) identisch: 0 bedeutet nicht methylierte DNA, 1 reprasentiert schwach methylierte
DNA und 2 bedeutet stark methylierte DNA. Die mRNA-Expressionsdaten fiir Par-4 sind in der Spalte 5, die
MRNA-Expressionsdaten fur TFPT sind in der Spalte 8 dargestellt. Dabei beziehen sich die angegebenen
relativen mRNA-Expressionswerte auf die ermittelte mRNA-Expression von Par-4 bzw. TFPT im
Kontrollgewebe, die als 1 festgelegt wurde.

Um zu uberprifen, ob eine DNA-Methylierung des Par-4- oder TFPT-Promotors mit einer
schwachen Expression des par-4- bzw. tfpt-Gens korreliert, wurde die mMRNA-EXxpression von
Par-4 und von TFPT mit Hilfe der Real-Time-RT-PCR-Analyse in den Proben des
Gliomkollektivs sowie im Kontrollgewebe (Gemisch aus Gesamt-Gehirn, zerebralem Kortex,
Frontallappen des Cerebellum, Corpus Callosum, Temporallappen, Okzipitallappen und
embryonalem Gehirn, siehe auch 3.1.8) stichprobenartig bestimmt. Die im Kontrollgewebe
ermittelte relative mRNA-Expression wurde als 1 festgesetzt und die relative mRNA-
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Expression von Par-4 bzw. TFPT aus den Tumorproben des Gliomkollektivs in Bezug zum
Kontrollwert berechnet. Diese Analysen wurden freundlicherweise von Dr. Jorg Felsberg
(Institut fur Neuropathologie, Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf) durchgefihrt. Der
ermittelte relative mRNA-Expressionsstatus von Par-4 und TFPT ist in Tabelle 2 (Spalten 5
und 8) dargestellt. In den priméren und sekundéren Glioblastomen lagen die ermittelten
TFPT-mRNA-Expressionswerte fur unmethylierte DNA vorwiegend tber dem Wert 1 (881-
95, 1265-02, 1235-01, 198-01). Nur die Probe 558-03 und 537-94 lagen mit Werten um 0,9
unter dem Expressionsstatus des Kontrollgewebes. Insgesamt wurden fir drei primare und
sekundére Glioblastomproben (655-01, 126-01, 96-98) mit schwach methyliertem TFPT-
Promotor TFPT-mRNA-Expressionsanalysen durchgefiihrt. Die ermittelten Werte fiir diese
Proben lagen zwischen 1,06 und 1,85. Die relativ zum Kontrollgewebe bestimmte TFPT-
MRNA-Expressionswerte in primaren oder sekundaren Glioblastomproben lagen bei starkem
Methylierungsgrad groRtenteils unter dem Wert 1 (871-95, 1107-95, 568-01, 303-89, 523-92,
630(K)). Nur in den Proben 409-99 und 1150-96 konnten Werte ber 1,8 ermittelt werden.
Betrachtet man die mMRNA-Expression von TFPT in den anaplastischen Astrozytomen (15-88,
H71-95, 1107-97, 818-98, 1205-99, 811-01, 895-96, 570-98) und diffusen Astrozytomen
(1278-94, 282-95, 1220-95, 87-96, 1238-96, 981-00, 1041-01, 403-04), so lasst sich keine
Korrelation zwischen dem Methylierungsgrad des untersuchten TFPT-Promotorfragments und
dem TFPT-mRNA-Expressionsstatus feststellen. Die ermittelten Werte der Par-4-mRNA-
Expression zeigten keine Korrelation zum Methylierungsgrad der entsprechenden
Gliomproben. Die relativen Par-4-mRNA-Expressionswerte betrugen in unmethylierten
sekundéren Glioblastomproben zwischen 0,76 und 74,54 (303-89, 523-92, 18-96, 1150-96,
630(K)) und in schwach methylierten sekundaren Glioblastomproben zwischen 1,48 und
18,46 (198-01, 96-98, 537-94). Die relative Par-4-mRNA-Expression betrug in
unmethylierten primaren Glioblastomen 1,03-16,93 (871-95, 881-95, 1107-95, 558-03, 409-
99, 126-01, 1265-02, 1235-01), in unmethylierten anaplastischen Astrozytomen 0,86-225,17
(15-88, H71-95, 1107-97, 818-98, 1205-99, 811-01, 895-96, 570-98) und in unmethylierten
Astrozytomen 1,28-10,31 (1278-94, 282-95, 1220-95, 87-96, 1238-96, 981-00, 1041-01, 403-
04). AbschlielRend zeigen die Ergebnisse dieser Experimente, dass die untersuchte Region des
TFPT-Promotors in 50 % der sekundéren Glioblastome sowie in 37 % aller primdren
Glioblastome eine starke Methylierung aufweist. Dabei stimmten die Methylierungsgrade
groRtenteils sehr gut mit dem ermittelten TFPT-mRNA-Expressionsstatus in der jeweiligen
Tumorprobe Uberein. Auch in den Astrozytomen (38 %) und anaplastischen Astrozytomen
(67 %) wurde eine starke DNA-Methylierung des TFPT-Promotors nachgewiesen, die
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ermittelte TFPT-mRNA-Expression korrelierte hier jedoch nicht mit den entsprechenden
Methylierungsgraden. Im Gegensatz dazu war der untersuchte Bereich des Par-4-Promotors
nur in wenigen primaren (5 %), jedoch in 31 % der sekundéren Glioblastome schwach
methyliert. Eine Korrelation zwischen dem Methylierungsgrad und dem Par-4-mRNA-
Expressionsstatus war jedoch nicht nachweisbar. Eine Methylierung des Par-4-Promotors in

den Astrozytom- und Anaplastischen Astrozytom-Proben konnte nicht detektiert werden.

45.3.3 Methylierungsstatus des Par-4-Promotors in humanem Prostatakarzinom-
gewebe
Par-4 ist ein Tumorsupressor-Protein, das eine wichtige Rolle bei der Proliferationskontrolle
der hormonabhéngigen Gewebe Endometrium und Prostata spielt. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass die homozygote Deletion des par-4-Gens zu einer geringeren
Lebensspanne der Tiere im Gegensatz zu Kontrolltieren aufgrund erhohter Tumorbildung
fihrt (Garcia-Cao et al., 2005). Des Weiteren zeigen Untersuchungen, dass die Par-4-
Expression sehr haufig in primdrem Prostatakarzinomgewebe herunterreguliert ist
(Chakraborty et al., 2001). Daher sollte als nachstes untersucht werden, ob der Par-4-
Promotor in humanem Prostatagewebe methyliert ist und dadurch die Par-4-Expression
herunterreguliert wird. Fur die Analysen wurden uns freundlicherweise Proben genomischer
DNA aus primarem Prostatakarzinom-Gewebe (PCA) verschiedener Patienten von Prof.
Bittner (Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) zur Verfugung gestellt. Als
Kontrolle fur diese Untersuchung wurde genomische DNA aus Blutzellen (REF) verwendet,
da in diesen DNA-Proben auf3erst selten veréanderte Methylierungsmuster zu finden sind. Als
interne Kontrolle wurden genomische DNA-Proben aus benignen Hyperplasien der Prostata
(BPH) analysiert. Fur die Untersuchung der Proben wurde die genomische DNA einer BS-
Behandlung unterzogen und anschlieBend als Matrize in einer BS-PCR mit den
Oligonukleotiden PAR4-bs-f1 und PAR4-bs-rl eingesetzt, in der ein 222 bp langes DNA-
Fragment des Par-4-Promotors amplifiziert wurde. Das DNA-Fragment wurde fir die weitere
Analyse in den Vektor pCR 2.1-TOPO kloniert und anschlielend in Bakterien transformiert.
In einer Klon-PCR wurden mindestens fiinf unabhangige Bakterienklone je Gewebeprobe
eingesetzt und die amplifizierten PCR-Produkte sequenziert. Die BS-DNA-Sequenzen wurden
mit dem Computerprogramm  BiQ-Analyzer ausgewertet. Die Zuordnung der
Methylierungsgrade der BS-Sequenzanalysen wurde wie bereits in Abschnitt 4.5.3.1
beschrieben vorgenommen. Die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Analyse ist in der
Tabelle 3 dargestellt. Die Ergebnisse des Versuchs zeigen, dass weder in den PCA-Proben,
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noch in den BPH-Proben oder in den REF-Proben eine DNA-Methylierung im Bereich des

amplifizierten Par-4-Promotorfragments detektiert werden konnte.

Gewebeprobe Histologische Herkunft BS-Sequenzierung
REF 2 Blut 0
REF 8 Blut 0
REF 12 Blut 0
BPH 7 benigne Hyperplasie 0
BPH 10 benigne Hyperplasie 0
BPH 14 benigne Hyperplasie 0
BPH 15 benigne Hyperplasie 0
PCA3 Prostatakarzinom 0
PCA 8 Prostatakarzinom 0
PCA 11 Prostatakarzinom 0
PCA 12 Prostatakarzinom 0
PCA 45 Prostatakarzinom 0

Tabelle 3: Zusammenfassung der BS-Sequenzierungsergebnisse der Par-4 Promotoranalysen aus
priméarem Prostatakarzinomgewebe. Die Tabelle zeigt die durch BS-Sequenzierung ermittelten
Methylierungsgrade des in einer BS-PCR amplifizierten Par-4-Promotorfragments aus primarem
Prostatakarzinomgewebe (PCA) sowie aus Kontrollgewebe (benigne Prostatahyperplasien, BPH) und aus
Blutzellen (REF). Ganz links sind die Proben aufgelistet, in der néchsten Spalte ist ihre histologische Herkunft
angegeben. In der rechten Spalte sind die ermittelten Methylierungsgrade des Par-4-Promotorfragments
zusammengefasst. Der Wert 0 reprasentiert nicht methylierte DNA.

45.4 Computergestlitzte Promotor analyse des tfpt-Gens

Die vorangegangenen Ergebnisse des TFPT-Promotors zeigten, dass das untersuchte DNA-
Fragment in Tumorzellinien (4.5.3.1) sowie in Gliomgewebe von Patienten (4.5.3.2) eine
starke DNA-Methylierung aufweist. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von
Tumorzellinien des zentralen Nervensystems mit dem Demethylierungsreagenz 5-Aza-2’-
deoxycytidin die Expression des TFPT-Transkripts in den meisten Fallen deutlich erhdhen
kann (4.5.2). Des Weiteren konnte in den meisten primdren und sekundéren
Glioblastomgeweben eine Korrelation zwischen starker DNA-Methylierung des TFPT-
Promotors sowie einem geringen TFPT-mRNA-Expressionsstatus nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression des tfpt-Gens in den untersuchten
Proben durch Hypermethylierung des Promotors inhibiert wird. Vergleicht man das
Sequenzierungsergebnis eines schwach und eines stark methylierten priméaren Glioblastoms
(siehe Abb. 27 B, b und ¢) mit nicht methyliertem Kontrollgewebe (siehe Abb. 27 B, a), so
konnen spezifische CpG-Dinukleotidpositionen innerhalb des untersuchten TFPT-
Promotorbereichs identifiziert werden, die besonders haufig methyliert sind (schematisch
dargestellt in Abb. 28, blaue Kreise, CpG-Dinukleotide 7/8, 10, 11, 13, 14/15, 16). Daher
sollte analysiert werden, ob sich in diesem Promotorbereich potentielle Bindungsmotive von

Transkriptionsfaktoren befinden, deren Aktivitat durch die Methylierung beeinflusst werden
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kann. Zu diesem Zweck wurde eine computergestitzte Analyse des untersuchten TFPT-
Promotorfragments mit Hilfe des TFSEARCH ver 1.3-Programms durchgefiihrt sowie die
bereits von der Arbeitsgruppe Privitera veroffentlichten Ergebnisse der Promotoranalyse des
tfpt-Gens (Brambillasca et al., 2001) mit einbezogen. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in
Abb. 28 schematisch dargestellt.

Abb. 28: Potentielle Bindungsmotive von Transkriptionsfaktoren im untersuchten TFPT-
Promotorbereich. Das in den Methylierungsanalysen untersuchte Promotorfragment von TFPT ist als Linie
dargestellt. CpG-Dinukleotide sind als Kreise dargestellt. Blau gefiillte Kreise stellen CpG-Dinukleotide dar, die
nach den Sequenzanalysen (siehe Abb. 27 B a-c) in primaren Glioblastomen im Vergleich zum Kontrollgewebe
besonders haufig methyliert sind. Uber dem schematisch dargestellten TFPT-Promotorbereich sind in rot die
potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive aus der Analyse von Brambillasca et al. (2001) eingezeichnet,
darunter in griin die potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive aus der Sequenzanalyse mit Hilfe des
TFSEARCH ver 1.3 Computerprogramms. Die CpG-Dinukleotide sind zur Ubersicht nummeriert.

In der Promotoranalyse, die von Brambillasca et al. (2001) durchgefiihrt wurden, werden fir
den untersuchten Promotorbereich von TFPT Bindungsmotive fir die Transkriptionsfaktoren
Ik2 (Ikaros 2) und Ets (epithelium specific transcription factor) beschrieben (Abb. 28., rot).
Die Analyse des TFPT-Promotorbereichs mit dem Programm TFSEARCH ver 1.3 hat dartiber
hinaus potentielle Bindungsmotive fur die Transkriptionsfaktoren Lyf-1 (lymphoid
transcription factor 1), GATA-1, SRY (sex-determing region Y protein) und HFH-2 (Abb. 28,
gran) identifiziert. Die schematische Darstellung in Abb. 28 zeigt, dass zwei der drei
potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive fur 1k2/Ets und GATA-1 mit den haufig
methylierten CpG-Dinukleotiden 11, 13 und 14/15 (Abb. 28, blaue Kreise) im TFPT-
Promotorfragment tbereinstimmen. Die anderen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive liegen
in Regionen des TFPT-Promotors, die nicht mit den haufig von DNA-Methylierung
betroffenen CpG-Dinukleotiden (Abb. 28, blaue Kreise) korrelieren.

46 DAS THIOREDOXIN-AHNLICHE PROTEIN EFP1, EIN
NEUER INTERAKTIONSPARTNER VON PAR-4

Das EFP1-Protein wurde in unserer Arbeitsgruppe bei der Suche nach neuen
Interaktionspartnern des Par-4-Proteins in einem Hefe-Zwei-Hybrid System identifiziert
(Dissertation Boosen, 2007). Nachdem die vollstandige cDNA-Sequenz von EFP1 aus der
Ratte Kkloniert worden war (Diplomarbeit Maertens, 2003; Diplomarbeit Koplin, 2004),
wurden von Ansgar Koplin erste Funktionsanalysen durchgefiihrt. Anhand von fluoreszenz-
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mikroskopischen Analysen wurde eine Lokalisation des EFP1-Proteins im ER detektiert.
Weiterhin  konnte mit Hilfe eines Insulin-Disulfid-Reduktionstests eine schwache
enzymatische Reduktase-Aktivitat fir das EFP1-Protein nachgewiesen werden. Im Rahmen
dieser Doktorarbeit sollte das EFP1-Protein ndher charakterisiert und ein moglicher Einfluss
des EFP1-Proteins auf die Par-4-vermittelte Apoptose analysiert werden.

4.6.1 Charakteriserung de zwei EFPl-Proteinvarianten mit unter-
schiedlichem Molekular gewicht
Nach der Expression des EFP1-GFP-Fusionsproteins in eukaryontischen Zellen und
anschlieBender Western Blot-Analyse mit dem monoklonalen anti-GFP-Antikdrper konnten
zwei EFP1-GFP-Fusionsproteine mit unterschiedlichen apparenten Molekulargewichten von
136 kDa und 155 kDa detektiert werden. Auch nach der ektopischen Expression von FLAG-
EFP1 in Sdugerzellen und anschlieRender Farbung der FLAG-Fusionsproteine mit einem anti-
FLAG-Antikorper im Western Blot konnten zwei EFP1-Varianten mit unterschiedlichen
apparenten Molekulargewichten von 115 kDa und 128 kDa nachgewiesen werden. Anhand
von verschiedenen experimentellen Ansatzen sollten nun die zwei EFP1-Proteinvarianten
analysiert werden. Aufgrund computergestutzter Sequenzanalysen war bekannt, dass die
EFP1-cDNA zwei potentielle Translations-Initiationsstellen beinhaltet, die von den im 5’-
Bereich gelegenen potentiellen Startcodons ATGj3 sowie ATGieo-162 gebildet werden
(Diplomarbeit Koplin, 2004). Deshalb sollte zun&chst untersucht werden, ob bei der
Translation des EFP1-Proteins beide Startcodons benutzt und deshalb zwei EFP1-
Proteinvarianten mit unterschiedlichen Molekulargewichten in den Zellen exprimiert werden.
Des Weiteren wurde anhand von Proteinsequenz-Analysen vorhergesagt, dass insgesamt acht
der im EFP1-Protein vorliegenden Asparagin-Reste im ER potentiell N-glykosyliert werden
kdnnten (Diplomarbeit Koplin, 2004). Daher sollte auch experimentell Gberpruft werden, ob
das EFP1-Protein, das nach ektopischer Expression im ER lokalisiert ist, durch N-

Glykosylierung kotranslational modifiziert wird.

4.6.1.1 Untersuchung der potentiellen alternativen Startcodonsvon EFP1

Als erstes sollte untersucht werden, ob bei der Translation des ektopisch exprimierten EFP1-
GFP-Fusionsproteins alternative Startcodons (ATGi.3 bzw. ATGie0-162) genutzt und deshalb
zwei EFP1-Proteinvarianten unterschiedlichen Molekulargewichts in den Zellen exprimiert
werden. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein Expressionsplasmid generiert, in dem das

putative zweite Startcodon ATGie0-162 In der EFP1-cDNA-Sequenz mittels PCR-Mutagenese
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zu AGTg0-162 Mutiert wurde und somit ein AS-Austausch im EFP1-Protein von Methionins,
zu Serins, erfolgt. Im ersten Schritt der PCR-Mutagenese wurde mit den Oligonukleotiden 5
K53NT/Hind und 3 K53mutATG sowie 5 K53mutATG und 3 Klon53hScal zwei EFP1-
Fragmente amplifiziert, in denen das ATGigo-162 ZU AGT160-162 Mutiert wurde. Im zweiten
Schritt wurden die zwei mutierten, amplifizierten PCR-Fragment in einer so genannten
»Assembly-PCR* unter Verwendung der flankierenden Oligonukleotide 5° K53NT/Hind und
Klon53hScal zusammengefugt, wodurch ein 684 bp langes EFP1-mutATG-Fragment
amplifiziert wurde. Das EFP1-mutATG-Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen
Hindlll und Scal geschnitten und Uber einen Kassettenaustausch in den pEGFP-N1-EFP1-
Vektor eingefiigt. Das hergestellte Plasmidkonstrukt wurde als pEGFP-N1-EFP1-mutATG

bezeichnet und die Mutation des ATG160-162 ZU AGT160-162 durch Sequenzierung verifiziert.
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CHO-Zellen wurden mit EFP1-GFP wt und EFP1-mutATG-GFP transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden Gesamtprotein-Zellextrakte hergestellt und in einer 7,5 %-igen SDS-
PAGE aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Western Blot-
Membran. Die Fusionsproteine EFP1-GFP wt bzw. EFP1-mutATG-GFP wurden
immunologisch mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikorper detektiert. Wie in Abb. 29 zu
erkennen ist, konnten nach der Expression von EFP1-GFP wt sowohl die 136 kDa grofRe
(Abb. 29, Spur 1 unten) wie auch die 155 kDa grofRe (Abb. 29, Spur 1 oben) EFP1-GFP-
Proteinvariante in den Zellen nachgewiesen werden. Die Zellen, die mit EFP1-mutATG-GFP
transfiziert wurden, exprimierten ebenfalls die 136 kDa groRe EFP1-GFP-Proteinvariante
(Abb. 29, Spur 2 unten) sowie die 155 kDa groRe EFP1-GFP-Proteinvariante (Abb. 29, Spur 2
oben). Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dass die zwei EFP1-Proteinvarianten nicht

durch die Nutzung alternativer Startcodons in der EFP1-cDNA generiert werden.

4.6.1.2 Untersuchung des N-Glykosylierungsstatus des EFP1-Proteins
Da anhand der vorangegangenen Studie die Nutzung alternativer Startcodons bei der

Translation des EFP1-Proteins ausgeschlossen werden konnte, sollte nun Gberprift werden,
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ob das ER-stdndige EFP1-Protein nach ektopischer Expression in Sdugerzellen durch N-
Glykosylierung modifiziert wird. Zu diesem Zweck sollten die EFP1-GFP-Proteinvarianten
mit der Endoglykosidase H (EndoH) behandelt werden. Die EndoH kann mannosereiche N-
Glykane von Proteinen abspalten, die kotranslational im Lumen des ER an die NH,-Gruppen
von Asparagin-AS-Resten der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr angehdngt werden
(Ubersicht bei Kornfeld & Kornfeld, 1985). Um der Fragestellung der N-Glykosylierung
nachzugehen, wurde das EFP1-GFP-Fusionsprotein in HeLa-Zellen exprimiert und 24 h nach
der Transfektion Gesamtprotein-Zellextrakte hergestellt. Das EFP1-GFP-Fusionsprotein
wurde aus den Gesamtprotein-Zellextrakten mit einem polyklonalen anti-GFP-Antikorper
immunprazipitiert und anschliefend mit der EndoH behandelt. Als Kontrolle wurde eine
Fraktion des prazipitierten EFP1-GFP-Fusionsproteins nur mit Puffer versetzt und ohne
EndoH unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen inkubiert. Als GréRenstandard wurden 50
Hg des Gesamtprotein-Zellextrakts (Input) eingesetzt. Die mit EndoH bzw. nicht mit EndoH
behandelten, préazipitierten Proteine sowie der Input wurden in einer 7,5 %-igen SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran (bertragen. Die
immunologische Detektion der Proteine erfolgte im Western Blot mit einem monoklonalen
anti-GFP-Antikorper.
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Abb. 30: Das EFP1-Protein wird in der Zelle durch N-Glykosylierung modifiziert. HeLa-Zellen wurden mit
EFP1-GFP transfiziert und 24 h nach der Transfektion lysiert. 50 pug des Gesamtprotein-Zellextrakts wurden fur
den Input aufgehoben, der Rest wurde fiir eine Immunprézipitation mit einem polyklonalen anti-GFP-Antikdrper
eingesetzt. Das prazipitierte EFP1-GFP-Fusionsprotein wurde entweder mit der Endoglykosidase H (+EndoH)
oder als Kontrolle nur mit Puffer (-EndoH) inkubiert. Dann wurden die Proteine in einer 7,5 %-igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Western Blot-Membran transferiert. Die immunologische Detektion des EFP1-GFP-
Fusionsproteins erfolgte mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikodrper.

Wie in Abb. 30 zu sehen ist, waren beide EFP1-GFP-Proteinvarianten mit einem apparenten
Molekulargewicht von 136 kDa (Abb. 30 unten) und von 155 kDa (Abb. 30 oben) sowohl im
Input (Abb. 30 Spur 1) wie auch in der Kontrollprobe ohne EndoH-Behandlung (Abb. 30
Spur 2) nachweisbar. Nach der Behandlung des prazipitierten EFP1-GFP-Fusionsproteins mit
der EndoH konnte nur noch die 136 kDa grolie EFP1-Proteinvariante detektiert werden (Abb.
30 Spur 3). Dieses Ergebnis zeigt eindeutig, dass das ER-standige EFP1-GFP-Protein nach
ektopischer Expression in HeLa-Zellen durch N-Glykosylierung modifiziert wird. Die EFP1-
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GFP-Proteinvariante mit einem apparenten Molekulargewicht von 136 kDa reprasentiert das
unglykosylierte EFP1-GFP-Protein, wobei es sich bei der 155 kDa groRen EFP1-GFP-
Proteinvariante um das N-glykosylierte EFP1-GFP-Protein handelt.

Um die N-Glykosylierungsstellen im EFP1-Protein identifizieren zu kénnen, wurde zunédchst
eine Analyse der Proteinsequenz von EFP1 mit dem Programm NetNGlyc durchgefihrt.
Dabei wurden fir die AS Asparaginiz, Asparagings und Asparagings die hochsten
Wahrscheinlichkeiten einer N-Glykosylierungsstelle mit dem Konsensusmotiv Asn-X-Ser/Thr
vorhergesagt. Da nur die AS Asparagin,gs und Asparagingss, nicht aber die AS Asparaginis, in
den Spezies Ratte, Maus und Mensch konserviert sind (Vergleich der Proteinsequenzen siehe
Anhang B), wurden im Folgenden nur die AS Asparagin,gs und Asparagings als potentielle
N-Glykosylierungsstellen in Betracht gezogen. Um zu Uberpriifen, ob diese AS im EFP1-
Protein N-glykosyliert werden, wurden FLAG-EFP1-Mutanten durch PCR-Mutagenese
hergestellt, in denen die AS Asparagin,gs oder Asparagings zu Serin mutiert waren (Yusa et
al., 2006). Fur die Amplifikation der ersten zwei DNA-Fragmente zur Herstellung der EFP1-
Mutante EFP1-A295S, in der die Basenfolge AACggs.gs5 ZU TCCggsgss und so die AS
Asparaginggs zu Seringgs mutiert wurde, wurden die Oligonukleotide 5 EFP1 Scal und 3'
EFP1 Asn295Ser sowie 5 EFP1 Asn295Ser und 3' EFP1 Xbal verwendet. Die zwei
generierten PCR-Fragmente wurden im zweiten Schritt mit Hilfe einer ,,Assembly-PCR* mit
den flankierenden Oligonukleotiden 5 EFP1 Scal und 3' EFP1 Xbal zusammengefiigt und
das amplifizierte EFP1-Fragment nach Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen
Scal und Xbal Gber einen Kassettenaustausch in den Vektor pCMV-Tag2B-EFP1 kloniert.
Das hergestellte Plasmidkonstrukt wurde als pCMV-Tag2B-EFP1-A295S bezeichnet.
Entsprechend wurde die AS Asparagings im EFP1-Protein zu der AS Serings mutiert. Die
Mutagenese-PCR, in der die Basenfolge AACi1327-1320 ZU TCCi327.1329 Mmutiert wurde, wurde
mit den Oligonukleotiden 5 EFP1 Scal und 3' EFP1 Asn443Ser sowie 5 EFP1 Asnd43Ser
und 3 EFP1 Xbal durchgefiihrt. Das in der nachfolgenden ,,Assembly-PCR* (mit den
Oligonukleotiden 5" EFP1 Scal und 3' EFP1 Xbal) zusammengefiigte PCR-Produkt wurde
nun ebenfalls Gber einen Kassettenaustausch mit den Restriktionsendonukleasen Scal und
Xbal in den Vektor pCMV-Tag2B-EFP1 kloniert. Das generierte Plasmid wurde als pCMV-
Tag2B-EFP1-A443S bezeichnet. Beide hergestellten Plasmidkonstrukte wurden durch
Sequenzierung uberprift. Die Expressionsplasmide fiir die Fusionsproteine FLAG-EFP1 wit,
FLAG-EFP1-A295S und FLAG-EFP1-A443S wurden nun in HeLa-Zellen transfiziert und die
Zellen 24 h nach der Transfektion lysiert. Der Gesamtprotein-Zellextrakt wurde einer
Immunprazipitation mit dem monoklonalen anti-FLAG-Antikorper unterzogen. Die
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prazipitierten FLAG-Fusionsproteine wurden entweder mit der EndoH oder als Kontrolle
ohne EndoH, aber unter sonst gleichen Bedingungen inkubiert. Der Input, der 50 ug des
Gesamtzellextrakts betrug, wurde als GroRenstandard zusammen mit den prazipitierten
EndoH-behandelten bzw. nicht EndoH-behandelten FLAG-Fusionsproteinen in einer 7,5 %-
igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe der Western Blot-Technik untersucht. Die

immunologische Detektion der Fusionsproteine erfolgte mittels monoklonalem anti-FLAG-

Antikdrper.
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Abb. 31: EndoH-Behandlung der Proteine FLAG-EFP1 wt, FLAG-EFP1-A295S und FL AG-EFP1-A443S.
HelLa-Zellen wurden mit FLAG-EFP1 wt, FLAG-EFP1-A295S oder FLAG-EFP1-A443S transfiziert. 24 h nach
der Transfektion wurden Gesamtprotein-Zellextrakte hergestellt und in einer Immunprézipitation mit einem
monoklonalen anti-FLAG-Antikdrper eingesetzt. Die prézipitierten Fusionsproteine wurden entweder mit der
Endoglykosidase H (+EndoH) oder als Kontrolle nur mit Puffer (-EndoH) inkubiert. In einer 7,5 %-igen SDS-
PAGE wurden die prazipitierten Proteine und der Input (50 pg Gesamtzellextrakt) aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die immunologische Detektion der FLAG-EFP1-Fusionsproteine erfolgte
mit einem monoklonalen anti-FLAG-Antikorper.

In der Abb. 31 sieht man, dass die FLAG-EFP1-Proteinvariante mit einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 115 kDa sowohl nach der Expression von FLAG-EFP1 wt (Abb.
31 unten, Spur 1, 2, 3) wie auch nach der Expression der zwei EFP1-Mutanten FLAG-EFP1-
A295S (Abb. 31 unten, Spur 4, 5, 6) und FLAG-EFP1-A443S (Abb. 31 unten, Spur 7, 8, 9)
detektiert werden konnte. In den Zellen, die als Kontrolle mit FLAG-EFP1 wt transfiziert
wurden, konnte zusatzlich zu der ca. 115 kDa groflen Proteinbande noch eine EFP1-
Proteinbande mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 128 kDa nachgewiesen werden
(Abb. 31 oben, Spur 1 und 2). In den Zellen, die mit den EFP1-Mutanten FLAG-EFP1-A295S
(Abb. 31 oben, Spur 4 und 5) und FLAG-EFP1-A443S (Abb. 31 oben, Spur 7 und 8)
transfiziert wurden, konnte zusétzlich zu der ca. 115 kDa groRen Proteinbande noch eine
EFP1-Proteinbande mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 120 kDa nachgewiesen
werden. Nach der Behandlung des prézipitierten FLAG-EFP1 wt-Fusionsproteins mit der
EndoH konnte die Proteinbande mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 128 kDa
nicht mehr detektiert werden (Abb. 31, Spur 3). Nach der EndoH-Behandlung der
prazipitierten Fusionsproteine FLAG-EFP1-A295S (Abb. 31, Spur 6) und FLAG-EFP1-
A443S (Abb. 31, Spur 9) konnte nur noch eine Proteinbande mit einem apparenten
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Molekulargewicht von ca. 115 kDa nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass
sowohl das FLAG-EFP1 wt-Protein wie auch die Proteine FLAG-EFP1-A295S und FLAG-
EFP1-A443S durch N-Glykosylierung in der Zelle modifiziert werden, da ausschlieBlich die
nicht N-glykosylierte FLAG-EFP1-Proteinbande von ca. 115 kDa sowohl bei FLAG-EFP1 wt
als auch bei den Mutanten FLAG-EFP1-A295S und FLAG-EFP1-A443S nach der EndoH-
Behandlung zu finden ist. Dass das N-glykosylierte FLAG-EFP1-A295S- bzw. das FLAG-
EFP1-A443S-Protein nur ein apparentes Molekulargewicht von 120 kDa im Vergleich zum
N-glykosylierten 128 kDa groRen FLAG-EFP1 wt-Protein aufweist, deutet darauf hin, dass
beide untersuchten Asparaginreste (Asparaginzgs und Asparaginggs) des EFP1-Proteins in der
Zelle durch N-Glykosylierung modifiziert werden. Weitere N-Glykosylierungsstellen im

EFP1-Protein kénnen durch dieses Experiment jedoch nicht ausgeschlossen werden.

4.6.2 Untersuchung der EFP1-mRNA-Expression nach der Induktion von ER-
Stress
Anhand von Sequenzanalysen mit dem Computerprogramm PredictProtein konnte gezeigt
werden, dass das EFP1-Protein eine hohe Sequenzidentitat zu Mitgliedern der PDI (protein
disulfide isomerase)-Familie aufweist (siehe 5.3.1 und Sequenzanalyse im Anhang B). PDI-
Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Beseitigung missgefalteter Proteine im ER und
werden wie viele andere Chaperone des ERs nach der Induktion von ER-Stress hochreguliert
(Ubersicht bei Kaufman, 1999). Die Homologie von EFP1 zu PDI-Proteinen sowie die
Lokalisation des EFP1-Proteins im ER (Diplomarbeit Koplin, 2004; Wang et al., 2006) lassen
vermuten, dass auch EFP1 eine wichtige Funktion bei der Protektion der Zelle nach ER-Stress
ausuben kann. Um diese Vermutung zu stiitzen, sollte tberprift werden, ob die EFP1-
Expression durch ER-Stress induziert werden kann. Zu diesem Zweck wurden NIH-3T3
Zellen mit den ER-Stress auslésenden Reagenzien lonomycin (24 h, 10 uM), Tunicamycin
(24 h, 3 uM), Thapsigargin (24 h, 4 uM) und Brefeldin A (24 h, 37,5 uM) behandelt. Das
Antibiotikum Brefeldin A ist ein Metabolit aus dem Pilz Eupenicillium brefeldianum und
wird strukturell den makrozyklischen Laktonen zugeordnet. Das Antibiotikum hemmt den
Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat und verursacht eine Auflésung der Golgi-
Strukturen (Fujiwara et al., 1988) durch die Inhibition von GEPs (guanin nucleotide exchange
proteins), die wiederum ARF1 (ADP-ribosylation-factor) durch einen Austausch von GDP zu
GTP aktivieren. ARF-Proteine regulieren unter anderem den Vesikeltransport vom ER zum
Golgi-Apparat und sind deswegen fur die Produktion sekretorischer Proteine essentiell

(Yamaji et al., 2000). Da die sekretorischen Proteine nach einer Behandlung der Zellen mit
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Brefeldin A nicht mehr in den Golgi-Apparat weiter transportiert werden konnen,
akkumulieren diese Proteine im ER-Lumen und es kommt dadurch zur Induktion von ER-
Stress (Lamkanfi et al., 2004). Die Reagenzien H,O, (16 h, 1 mM) und STS (16 h, 10 nM)
wurden verwendet, um eine ER-Stress unabhangige Apoptose in den Zellen auszuldsen. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO (24 h, 0,72 %) behandelt. Nach der Behandlung der
NIH-3T3-Zellen wurde die Gesamt-RNA mit TRIzol isoliert und mit der Reversen
Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben. Die Untersuchung der endogenen EFP1-mRNA-
Expression erfolgte durch semiquantitative RT-PCR-Analyse, in der ein 218 bp langen EFP1-
DNA-Fragments mit den Oligonukleotiden 5 Klon53Q2 und 3'Klon53Q2 amplifiziert wurde.
Als Mengenabgleich wurde eine PCR mit den Oligonukleotiden ratGAPDH-for und
ratGAPDH-rev durchgefiihrt, wobei ein DNA-Fragment von 309 bp des Haushaltsgens
GAPDH amplifiziert wurde. Die Analyse der BiP-mRNA-Expression diente in diesem
Experiment als Positivkontrolle, da bereits gezeigt werden konnte, dass die BiP-Expression
durch ER-Stress in der Zelle induziert werden kann (Rao et al., 2002). Die Amplifikation
eines 231 bp langen DNA-Fragments wurde mit den BiP-spezifischen Oligonukleotiden BiP-
FORMO/HU und BiP-REVRAT/MO durchgefihrt.
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Abb. 32: mRNA-Expression von EFP1 nach Induktion von ER-Stress. NIH-3T3 Zellen wurden mit
folgenden Reagenzien behandelt: 0,72 % DMSO 24 h, 10 uM lonomycin 24 h, 3 uM Tunicamycin 24 h, 4 uyM
Thapsigargin 24 h, 37,5 uM Brefeldin A 24 h, 1 mM H,0, 16 h, 10 nM STS 16 h. Nach der Lyse der Zellen
erfolgte die Praparation der Gesamt-RNA mit TRIzol. 2,5 pg Gesamt-RNA wurden mit Hilfe der Reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und einer semiquantitativen RT-PCR-Analyse mit EFP1-spezifischen,
BiP-spezifischen sowie GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden unterzogen. Fir die Amplifikation von EFP1
wurde eine PCR mit 25 Zyklen, fur die Amplifikation von BiP und GAPDH eine PCR mit 22 Zyklen
durchgefiihrt. Die Produktgréen der amplifizierten DNA-Fragmente betragen: EFP1 218 bp, BiP 231 bp,
GAPDH 309 bp.

Die Abb. 32 zeigt, dass sich die EFP1-mRNA-Expression durch alle vier ER-Stress
auslosenden Reagenzien lonomycin (Abb. 32 unten, Spur 2), Tunicamycin (Abb. 32 unten,
Spur 3), Thapsigargin (Abb. 32 unten, Spur 4) und Brefeldin A (Abb. 32 unten, Spur 5) im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abb. 32 unten, Spur 1) induzieren lieR. Weder nach
oxidativem Stress durch Behandlung der Zellen mit H,O, (Abb. 32 unten, Spur 6) noch nach
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Apoptose-Induktion durch den Breitband-Kinaseinhibitor STS (Abb. 32 unten, Spur 7) konnte
die EFP1-Transkription induziert werden. Die verstarkte Expression des BiP-Transkripts nach
der Behandlung mit lonomycin (Abb. 32 Mitte, Spur 2), Tunicamycin (Abb. 32 Mitte, Spur
3), Thapsigargin (Abb. 32 Mitte, Spur 4) und Brefeldin A (Abb. 32 Mitte, Spur 5) zeigt, dass
der gewahlte experimentelle Ansatz funktionell war, da ER-Stress in den NIH-3T3-Zellen
durch die Reagenzien lonomycin, Thapsigargin, Tunicamycin und Brefeldin A ausgel6st
wurde. Der Mengenabgleich mit GAPDH verdeutlicht, dass in den verwendeten Proben
vergleichbare mRNA-Konzentrationen vorlagen (Abb. 32, oben). Mit diesem experimentellen
Ansatz konnte gezeigt werden, dass die Expression des EFP1-Transkripts nach Auslésung

von ER-Stress in der Zelle induziert werden kann.

4.6.3 Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Par-4 und EFP1

In den bisherigen Untersuchungen, die im Rahmen der Diplomarbeit von Ansgar Koplin
(2004) durchgefiihrt wurde, konnte anhand immunfluoreszenzmikroskopischer Analysen
keine Kolokalisation der ektopisch exprimierten Proteine Par-4 und EFP1 in Sdugerzellen
nachgewiesen werden. Das pro-apoptotische Protein Par-4 kolokalisiert nach der
Koexpression mit EFP1 an den Spannungsfasern des Aktin-Zytoskeletts, wahrend das EFP1-
Protein in den transfizierten Zellen nur im ER detektiert werden kann. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die EFP1-Expression durch die Induktion
von ER-Stress induziert werden kann (4.6.2). Daher sollten S&ugerzellen in den folgenden
Experimenten mit verschiedenen ER-Stress auslésenden Reagenzien behandelt und anhand
immunfluoreszenzmikroskopischer Analysen eine moglicherweise induzierte Kolokalisation
von Par-4 und EFP1 untersucht werden. Weiterhin sollte die subzellulare Lokalisation des

Par-4- und des EFP1-Proteins in apoptotischen Zellen analysiert werden.

4.6.3.1 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der subzelluléaren Lokali-
sation von Par-4 und EFP1 nach der Induktion von ER-Stress
Um die subzelluldre Lokalisation von Par-4 und EFP1 nach ER-Stress zu untersuchen,
wurden CHO-Zellen mit den Expressionsplasmiden fur FLAG-Par-4 und EFP1-GFP
kotransfiziert und die Zellen 24 h nach der Transfektion mit den ER-Stress auslésenden
Reagenzien lonomycin (10 uM), Thapsigargin (2 uM) oder Tunicamycin (3 uM) behandelt.
Als Kontrolle wurden die transfizierten Zellen mit DMSO (0,25 %) behandelt. Nach weiteren
24 h wurden die Zellen fixiert und das FLAG-Par-4-Fusionsprotein immunzytochemisch mit

einem anti-FLAG-Antikorper und einem Cy3-gekoppelten anti-Maus-Antikdrper detektiert.
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Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 33 zeigen, dass das FLAG-Par-4-
Fusionsprotein sowohl in den CHO-Zellen, die als Kontrolle mit DMSO behandelt wurden
(Abb. 33, a) wie auch in den mit lonomycin (Abb. 33, d), Thapsigargin (Abb. 33, g) und
Tunicamycin behandelten CHO-Zellen (Abb. 33, j) mit den Stressfasern des Aktin-
Zytoskeletts assoziiert war. Im Gegensatz dazu wurde das EFP1-GFP-Fusionsprotein in den
mit DMSO behandelten CHO-Zellen (Abb. 33, b) genauso wie in den mit lonomycin (Abb.
33, e), Thapsigargin (Abb. 33, h) und Tunicamycin (Abb. 33, k) behandelten CHO-Zellen
ausschlieBlich im ER detektiert. Interessanterweise konnte in den mit Tunicamycin
behandelten CHO-Zellen beobachtet werden, dass die EFP1-GFP-Fusionsproteine keine
diffuse Verteilung, sondern eine starke Konzentration im ER nahe des Zellkerns aufwiesen
(Abb. 33, k und I). Vermutlich handelt es sich dabei um Aggregate von missgefalteten EFP1-
GFP-Fusionsproteinen, da die neu synthetisierten ER-Proteine durch die Behandlung der
CHO-Zellen mit Tunicamycin nicht N-glykosyliert und deshalb nicht richtig gefaltet werden
kénnen. Die Uberlagerung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 33, ¢, f, i, |
zeigt, dass nach der Induktion von ER-Stress keine Kolokalisation von FLAG-Par-4 und
EFP1-GFP beobachtet werden konnte (Abb. 33, c, f, i, ). Zusammenfassend zeigen die
Ergebnisse, dass kein Stimulus identifiziert werden konnte, der die Kolokalisation der

ektopisch exprimierten Fusionsproteine FLAG-Par-4 und EFP1-GFP induzieren kann.

Abb. 33: Subzelluldre Lokalisation von Par-4 und EFP1 nach Induktion von ER-Stress. CHO-Zellen
wurden im Verhéltnis 1:1 mit den Expressionsplasmiden fir EFP1-GFP und FLAG-Par-4 Kkotransfiziert. 24 h
nach der Transfektion wurden die Zellen entweder mit 0,25 % DMSO, 10 pM lonomycin, 2 uM Thapsigargin
oder mit 3 uM Tunicamycin behandelt und nach weiteren 24 h fixiert. Dann erfolgte der immunzytochemische
Nachweis von FLAG-Par-4 mit einem monoklonalen anti-FLAG-Antikdrper und einem Cy3-
fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikorper. Die Auswertung erfolgte mit einem konfokalen Mikroskop.
Balken 10 pm.
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4.6.3.2 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen Lokali-
sation von Par-4 und EFP1 in apoptotischen Zellen
Als néachstes sollte untersucht werden, ob es nach der Auslésung von Apoptose zu einer
Kolokalisation der Fusionsproteine FLAG-Par-4 und EFP1-GFP kommt. Zu diesem Zweck
wurden CHO-Zellen verwendet, da ektopisch exprimiertes Par-4 allein in CHO-Zellen 24 h
nach der Transfektion eine Apoptoserate von 20-30 % induzieren kann (Dissertation
Vetterkind, 2003). Die CHO-Zellen wurden mit FLAG-Par-4 und EFP1-GFP kotransfiziert,
24 h nach der Transfektion fixiert und das exprimierte FLAG-Par-4-Fusionsprotein
immunzytochemisch mit einem anti-FLAG-Antikdrper und einem Cy3-gekoppelten

Zweitantikorper detektiert. Die Zellkerne wurden mit dem Farbstoff DAPI visualisiert.

Abb. 34: Subzelluldre Lokalisation von FLAG-Par-4 und EFP1-GFP in nicht apoptotischen und
apoptotischen CHO-Zellen. CHO-Zellen wurden im Verhaltnis 1:1 mit den Expressionsplasmiden fur EFP1-
GFP und FLAG-Par-4 kotransfiziert und 24 h nach der Transfektion fixiert. Der immunzytochemische Nachweis
von FLAG-Par-4 erfolgte mit einem monoklonalen anti-FLAG- Antikdrper und einem Cy3-
fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikérper. Die Auswertung der Praparate erfolgte mit dem Axiophot
Fluoreszenz-Mikroskop. Die Bilder a-d zeigen eine nicht apoptotische, die Bilder e-h zeigen eine apoptotische
CHO-Zelle. Balken 10 pm.

In der Abb. 34 a-d ist eine FLAG-Par-4/EFP1-GFP koexprimierende nicht apoptotische CHO-
Zelle dargestellt, wohingegen die Abb. 34 e-h eine apoptotische CHO-Zelle zeigt, in der
FLAG-Par-4 und EFP1-GFP koexprimiert werden. Das FLAG-Par-4-Fusionsprotein
kolokalisierte in der nicht apoptotischen CHO-Zelle mit dem Aktin-Zytoskelett (Abb. 34, a),
das EFP1-GFP-Fusionsprotein wurde dagegen im ER detektiert (Abb. 34, b). Die
Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen in Abb. 34, d zeigt deutlich, dass die untersuchten
Proteine  FLAG-Par-4 und EFP1-GFP in der nicht apoptotischen CHO-Zelle nicht
kolokalisierten. In der apoptotischen CHO-Zelle (Abb. 34, e-h) waren morphologische
Merkmale der Apoptose wie Kondensation des Chromatins, Kernfragmentation (Abb. 34, g)
und Membranblaschen (Abb. 34, e) zu detektieren. Es konnte jedoch auch in den
apoptotischen CHO-Zellen keine Kolokalisation des FLAG-Par-4-Fusionsproteins und des
EFP1-GFP-Fusionsproteins nachgewiesen werden (Abb. 34, h).
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4.6.4 Einflussvon EFP1 auf die Par-4-ver mittelte Apoptose
Im nédchsten Schritt sollte untersucht werden, welchen Einfluss die ektopische Expression von
EFP1 auf die Par-4-induzierte Apoptose ausiibt und ob die katalytische Aktivitat des EFP1-

1™* wurde von

Proteins in diesem Zusammenhang von Bedeutung ist. Die Mutante EFP
Ansgar Koplin im Rahmen seiner Diplomarbeit (2004) hergestellt und beinhaltet in ihrer C-
terminalen Thioredoxindoméne (THX;) anstelle der charakteristischen AS-Folge s57CXXCsgo
eines Katalytischen Zentrums die AS-Folge 57SXXSggo. In  einem Insulin-Disulfid-
Reduktionstest wurde fir die EFP1"™™*-Mutante im Vergleich zum EFP1 wt-Protein eine
schwéchere Reduktase-Aktivitat nachgewiesen, was auf eine verminderte Kkatalytische
Aktivitat der EFP1-Mutante hinweist (Diplomarbeit Koplin, 2004). Fur die Untersuchungen
wurden die Fusionsproteine FLAG-Par-4 und EFP1-GFP wt bzw. FLAG-Par-4 und EFP1T*-
GFP in CHO-Zellen koexprimiert oder die Proteine FLAG-Par-4, EFP1-GFP wt oder
EFP1™*-GFP als Kontrolle einzeln exprimiert, die Zellen 24 h nach der Transfektion fixiert,
die FLAG-Par-4-Fusionsproteine immunzytochemisch mit einem anti-FLAG-Antikérper und
einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikdrper angefarbt und die Zellkerne mit DAPI
visualisiert. Um den Einfluss von EFP1 auf die Par-4-induzierte Apoptose zu quantifizieren,
wurden in drei unabhéngigen Experimenten jeweils 100 transfizierte Zellen analysiert und die
Apoptoserate anhand morphologischer Merkmale der Apoptose wie Chromatinkondensation
und Blasenbildung der Membran (siehe auch Abb. 34, e-h) prozentual bestimmt. Die
quantitative Auswertung in Abb. 35 A zeigt, dass die Apoptoserate nach der Einzelexpression
von EFP1-GFP wt (Abb. 35, Saule 1) oder der Thioredoxinmutante EFP1™*-GFP (Abb. 35,
Saule 2) ungefahr 10 % betrug. Die Einzelexpression von FLAG-Par-4 loste in ca. 25 % der
Zellen die Apoptose aus (Abb. 35, Sdule 3). Die Koexpression von EFP1-GFP wt und FLAG-
Par-4 flihrte zu einer Steigerung der Apoptoserate auf 31 % (Abb. 35, Sdule 4). Nach der
Koexpression von FLAG-Par-4 und EFP1"™™*-GFP betrug die Apoptoserate der transfizierten
Zellen nur 26 % (Abb. 35, Sdule 6). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass das koexprimierte
EFP1 wt-Protein die Par-4-induzierte Apoptose in CHO-Zellen um ca. 6 % erhdhen kann. Die
Signifikanz dieser Steigerung der Apoptoserate konnte in einem einseitigen gepaarten T-Test
(p=0,037) bestatigt werden (Abb. 35, Stern). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
katalytische Aktivitat des EFP1-Proteins fur die Erhéhung der Par-4-induzierten Apoptoserate

erforderlich ist.
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Abb. 35: Apoptose-Induktion in CHO-Zellen nach ektopischer Expression von Par-4, EFP1 wt und
EFP1™X. CHO-Zellen wurden mit EFP1-GFP wt und FLAG-Par-4 bzw. EFP1™*-GFP und FLAG-Par-4
kotransfiziert oder einzeln mit EFP1-GFP wt, EFP1™™-GFP bzw. FLAG-Par-4 transfiziert. 24 h nach der
Transfektion erfolgte die Fixierung der Zellen sowie der immunzytochemische Nachweis von FLAG-Par-4 mit
einem monoklonalen anti-FLAG-Antikérper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikérper. Der
Anteil apoptotischer Zellen wurde durch fluoreszenzmikroskopische Analysen unter den transfizierten Zellen
ermittelt. Im Diagramm sind die Mittelwerte aus fiinf unabhéngigen Experimenten dargestellt, in denen jeweils
100 Zellen ausgezéhlt wurden. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen, die signifikante
Steigerung der Apoptoserate (Sdule 3 und 4), markiert durch einen Stern, wurde in einem einseitigen gepaarten
T-Test bestétigt (p=0,037).

Die vorangegangenen Experimente (4.6.2) haben gezeigt, dass die Expression des EFP1-
Transkripts durch die Induktion von ER-Stress induziert werden kann. Daher sollte analysiert
werden, ob sich die Induktion von ER-Stress auch auf die Apoptoserate nach der
Koexpression von EFP1 und Par-4 auswirkt. Zu diesem Zweck wurden CHO-Zellen mit den
Expressionsplamiden fiir FLAG-Par-4 und EFP1-GFP wt bzw. FLAG-Par-4 und EFP1™*-
GFP kotransfiziert oder als Kontrolle einzeln mit den Expressionsplasmiden fur FLAG-Par-4,
EFP1-GFP wt oder EFP1™-GFP transfiziert. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 24 h mit
10 uM lonomycin, 2 uM Thapsigargin oder 3 uM Tunicamycin behandelt. Als Kontrolle
diente die Behandlung der Zellen mit 0,25 % DMSO. Die Detektion der FLAG-Par-4-
Fusionsproteine erfolgte durch immunzytochemische Farbung mit einem monoklonalen anti-
FLAG-Antikorper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikorper. Die
Apoptoserate wurde anhand morphologischer Merkmale der Apoptose der transfizierten
Zellen (siehe auch Abb. 34, e-h) am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Abb. 36 zeigt die
quantitative Auswertung dieses Experiments. Die Einzelexpression von EFP1-GFP wt (Abb.
36, hellgraue Saule 1) oder der Mutante EFP1™"*-GFP (Abb. 36, hellgraue Saule 2) induzierte
in den mit DMSO behandelten CHO-Zellen eine Apoptoserate von ungefahr 10 %,
wohingegen die Apoptoserate nach alleiniger Expression von FLAG-Par-4 23 % betrug (Abb.
36, hellgraue Séaule 3). Die Koexpression von EFP1-GFP wt und FLAG-Par-4 steigerte die
Apoptoserate der mit DMSO behandelten Kontrollzellen auf ca. 30 % (Abb. 36, hellgraue
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Saule 4), wohingegen die Apoptoserate nach der Koexpression von EFP1™*-GFP und
FLAG-Par-4 nur 26 % betrug (Abb. 36, hellgraue Saule 5).
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Abb. 36: Apoptose-Induktion in CHO-Zéellen nach ektopischer Expression von Par-4, EFP1 wt und
EFP1™X nach ER-Stress. CHO-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fir EFP1-GFP, EFP1™"*-GFP
und FLAG-Par-4 einzeln transfiziert oder wie angegeben kotransfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte eine
Behandlung der Zellen mit 0,25 % DMSO (hellgraue Séule), 10 uM lonomycin (dunkelgraue Séule), 2 uM
Thapsigargin (weile Saule) oder 3 UM Tunicamycin (schwarze Saule) fiir weitere 24 h. Anschlielend wurden
die Zellen fixiert und das FLAG-Par-4-Fusionsprotein immunzytochemisch mit einem monoklonalen anti-
FLAG-Antikorper und einem Cy3-fluoreszenzmarkierten anti-Maus-Antikorper detektiert. Der Anteil
apoptotischer Zellen wurde durch fluoreszenzmikroskopische Analysen unter den transfizierten Zellen ermittelt.
Die Séaulen reprasentieren die Mittelwerte und die Standardabweichung von drei unabh&ngigen Experimenten, in
denen jeweils 100 Zellen pro Ansatz ausgezéhlt wurden.

Nach einer Behandlung der CHO-Zellen mit lonomycin betrug die durch FLAG-Par-4 allein
ausgeloste Apoptoserate 53 % (Abb. 36, dunkelgraue Séaule 3), die durch FLAG-Par-4 und
EFP1-GFP wt induzierte Apoptoserate 57 % (Abb. 36, dunkelgraue S&ule 4) und die durch
FLAG-Par-4 und EFP1™*-GFP ausgeldste Apoptoserate 52 % (Abb. 36, dunkelgraue Siule
5). Die Anzahl apoptotischer CHO-Zellen nach Thapsigargin-Behandlung betrug nach der
alleinigen Expression von FLAG-Par-4 ca. 49 % (Abb. 36, weiBe Saule 3), nach
Koexpression von FLAG-Par-4 und EFP1-GFP wt ca. 55 % (Abb. 36, weille Saule 4) und
nach Koexpression von FLAG-Par-4 und EFP1™-GFP ca. 50 % (Abb. 36, weile Saule 5).
Die Einzelexpression von FLAG-Par-4 induzierte in 48 % der mit Tunicamycin behandelten
CHO-Zellen die Apoptose (Abb. 36, schwarze Sdule 3). Die Koexpression von EFP1-GFP wt
und FLAG-Par-4 steigerte die Apoptoserate der mit Tunicamycin behandelten CHO-Zellen
auf 53 % (Abb. 36, schwarze Séule 4), wohingegen die Apoptoserate in den mit Tunicamycin
behandelten CHO-Zellen nach der Koexpression von EFP1™"*-GFP und FLAG-Par-4 nur 45
% betrug (Abb. 36, schwarze Sdule 5). Zusammenfassend haben die Experimente gezeigt,
dass die Induktion von ER-Stress, ausgeltst durch eine Behandlung der CHO-Zellen mit den
Reagenzien lonomycin, Thapsigargin oder Tunicamycin, keine Auswirkung auf die
Steigerung der Par-4-induzierten Apoptose durch die Koexpression von EFP1 hat.
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S. DISKUSSION

51 UNTERSUCHUNG ZUR PAR-4-VERMITTELTEN APOPTOSE
DURCH DIE INHIBITION DER PAR-4-FUNKTION

Die Vermutung, dass Par-4 an der Regulation von apoptotischen Prozessen beteiligt ist,
konnte durch zahlreiche Studien belegt werden. Jedoch sind die genauen Mechanismen der
Par-4-vermittelten Apoptose bisher nicht vollstdndig aufgeklart. Die aktuelle Datenlage
verdeutlicht, dass sich generell zwei Wege unterscheiden lassen, wie Par-4 die Apoptose
auslosen kann. Je nach Zelltyp oder apoptotischem Stimulus sensitiviert Par-4 die Zellen nur
fiir die Apoptose oder induziert den programmierten Zelltod auf direktem Weg (Ubersicht bei
Ranganathan & Rangnekar, 2005). Die meisten der bisher identifizierten Interaktionspartner
von Par-4 sind an seiner proliferations-inhibierenden Wirkung beteiligt, die Zellen lediglich
fur apoptotische Stimuli empféanglicher macht. So wird zum Beispiel die Proteinkinase Cg
(PKCZ) durch die Bindung an Par-4 inhibiert (Diaz-Meco et al., 1996), wodurch der NF-«xB-
Signalweg blockiert wird und wichtige Uberlebenssignale ausbleiben (Barkett & Gilmore,
1999). Weiterhin bewirkt die Interaktion zwischen Par-4 und dem Transkriptionsfaktor WT1
am Promotor des bcl-2-Gens eine Herunterregulation der Expression des anti-apoptotischen
Bcl-2-Proteins, so dass das Gleichgewicht zwischen den pro- und anti-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie zu Gunsten der pro-apoptotischen Faktoren verschoben wird
und die Zelle dadurch sensibler gegeniber pro-apoptotischen Signalen wird (Qiu et al., 1999).
In vielen Tumorzellen, wie zum Beispiel in Androgen-unabhangigen Prostatakarzinomzellen
(Chakraborty et al., 2001) oder in Tumorzellen des zentralen Nervensystems (Vetterkind et
al., 2005a), lost die ektopische Expression des pro-apoptotischen Par-4-Proteins hingegen
direkt die Apoptose aus (Ubersicht bei Gurumurthy & Rangnekar, 2004). Die Koexpression
von Par-4 und seinem Interaktionspartner DIk (DAP-like kinase) ist in Ratten-Fibroblasten
ebenfalls an einer direkten Apoptose-Induktion beteiligt (Page et al., 1999), bei der ein
intaktes Aktin-Zytoskelett von grofler Bedeutung ist. Die Phosphorylierung der
regulatorischen leichten Kette von Myosin Il (MLC) an der AS Serinyg scheint dabei flr die
Induktion der Apoptose essentiell zu sein (Vetterkind et al., 2005b). Ein Ziel dieser Arbeit
war es, durch die sSiRNA-Technik oder durch den Einsatz dominant-negativer Par-4-Mutanten
die endogene Par-4-Funktion zu inhibieren und so neue Einblicke in die Par-4-vermittelte

Apoptose zu erlangen.
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5.1.1 Identifizierung dominant-negativer Par-4-M utanten

Fur die Funktionalitat von dominant-negativen Mutanten, wie sie in dieser Arbeit fur das
Par-4-Protein in der Par-4/DIk-vermittelten Apoptose identifiziert werden sollten, mussen
bestimmte grundlegende Voraussetzungen erfullt sein. Dabei spielt zum Beispiel die
Féahigkeit von Proteinen, Di- oder Multimere ausbilden zu konnen, eine wichtige Rolle.
Funktionell inaktivierte Proteinvarianten kdnnen einen dominant-negativen Effekt auf das wt-
Protein ausuben, indem sie Homodi- oder Homomultimere mit der wt-Form des Proteins
ausbilden und dadurch seine Funktion blockieren. Ein gut untersuchtes Beispiel hierfur ist die
Ausschaltung des p53-Tumorsupressor-Proteins durch sporadisch auftretende Mutationen in
einem p53-Allel. Das p53-Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der als Tetramer an die
Promotoren seiner Zielgene bindet. Dominant-negative p53-Mutanten beinhalten haufig eine
Mutation in der DNA-Bindedoméne des p53-Proteins, weshalb sie nach Bindung an die p53
wt-Proteine die Interaktion des p53-Heterotetramers mit der DNA verhindern (Willis et al.,
2004). Des Weiteren konnen funktionell inaktivierte Proteinvarianten in der Zelle Heterodi-
oder Heteromultimere mit wichtigen Interaktionspartnern des wt-Proteins ausbilden, die
Interaktionspartner dadurch blockieren und so die naturliche Wirkungsweise des wt-Proteins
verhindern (Decoy-Effekt), wie es zum Beispiel fiir den TRAIL-Decoy-Rezeptor TRUNDD
gezeigt worden ist (Meng et al., 2000). Fir Par-4 sind grundsétzlich beide Moglichkeiten der
Inhibition des wt-Proteins denkbar, da die Fahigkeit zur Homomultimer-Bildung von Par-4 in
unterschiedlichen Studien belegt wurde (Gao et al., 2006; Sells et al., 1997; Berra et al.,
1997). Darlber hinaus konnten inaktive Par-4-Proteinmutanten an die verschiedenen
Interaktionspartner des wt-Proteins (Ubersicht bei Ranganathan & Rangnekar, 2005) binden
und so die Par-4-vermittelte Apoptose inhibieren.

Um dominant-negative Par-4-Mutanten zu identifizieren, wurden die zu untersuchenden
Par-4-Mutanten im Hinblick auf ihre Fahigkeit zur Blockierung der Par-4/Dlk-vermittelten
Apoptose in REF52.2-Zellen untersucht. Zunédchst wurde die Par-4-Phosphorylierungs-
mutante Par-4-T155A analysiert, in der die AS Threonin;ss gegen Alanin ausgetauscht wurde.
Die Phosphorylierung der AS Threoninsss im Par-4-Protein durch die Proteinkinase A (PKA)
ist essentiell fur die pro-apoptotische Funktion von Par-4 in Tumorzellen (Gurumurthy et al.,
2005). Ebenso spielt die Phosphorylierung des Par-4-Proteins an der AS Threoningss in der
Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose eine wichtige Rolle. Nach der Koexpression der Par-4-
Mutante Par-4-T155A und DIk in Ratten-Fibroblasten transloziert die Proteinkinase DIk nicht
aus dem Kern an das Aktin-Zytoskelett und die Apoptose kann nicht induziert werden

(Dissertation  Boosen, 2007). In den in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten
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Koexpressionsstudien zeigte sich jedoch, dass die Par-4-T155A Phosphorylierungsmutante
die Par-4/DIlk-vermittelte Apoptose nicht blockieren konnte. Man kdnnte vermuten, dass die
Mutante Par-4-T155A nicht fahig ist, an die Proteinkinase DIk zu binden, um mit Par-4 wt um
die Bindung an die DIk zu konkurrieren. Dass Par-4-T155A in der Lage ist, mit der DIk zu
interagieren, konnte jedoch in einem Hefe-Zwei-Hybrid Interaktionstest gezeigt werden
(Doktorarbeit Boosen, 2007). Andererseits konnte die Par-4-Mutante in  der
Heterodimerisierung mit Par-4 wt beeintréchtigt sein, so dass sie die Par-4 wt-Funktion nicht
blockieren kann. Um diese Vermutung zu bestétigen, misste ein Interaktionstest mit Par-4 wt
und Par-4-T155A durchgefuhrt werden. Denkbar ist auch, dass eine Heterodimerisierung
zwischen Par-4 wt und Par-4-T155A stattfindet, die Komplexbildung aber keinen negativen
Einfluss auf die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose austibt.

Um dominant-negative Par-4-Mutanten fur die Par-4/Dlk-vermittelte Apoptose zu
identifizieren, wurden weiterhin verschiedene Par-4-Deletionsmutanten untersucht. Die
verwendeten Par-4-Deletionsmutanten zeigen im Vergleich zum Par-4 wt-Protein eine
schwachere Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett und sind deshalb in ihrer Fahigkeit
beeintrachtigt, die Par-4/Dlk-vermittelte Apoptose zu induzieren (Vetterkind et al., 2005b).
Die N-terminal deletierten Par-4-Mutanten ANgsi-33; und ANgge.332 Kdnnten mit ihrem LZ
sowohl an Par-4 wt wie auch an DIk binden und so die Heterodimerisierung zwischen den
Proteinen Par-4 wt und DIk verhindern. Die C-terminal deletierten Par-4-Mutanten ACj.p33
und ACi26 konnen aufgrund des deletierten LZ weder mit Par-4 wt noch mit DIk
interagieren, jedoch durch die Anbindung an Aktinfilamente den Par-4/DIk-Proteinkomplex
kompetitiv. vom Aktin-Zytoskelett verdrdngen. Die Par-4-Deletionsmutante ANags-332
entspricht einer Mutante von Par-4, die ausschlieBlich aus dem LZ von Par-4 (Par-4-LZ)
besteht und fir die bereits ein dominant-negativer Effekt auf das Par-4 wt-Protein beschrieben
wurde. In diesen Studien wurde gezeigt, dass der koexprimierte Par-4-LZ an den LZ des Par-4
wt-Proteins bindet, so eine Bindung zwischen Par-4 wt und seinen Interaktionspartnern
verhindert und dadurch die Par-4 wt-induzierte Apoptose in Prostatakarzinom-Zellen
blockiert (Sells et al., 1997). Nachdem die verschiedenen Par-4-Mutanten zusammen mit
Par-4 wt und DIk in Ratten-Fibroblasten transfiziert wurden, konnte jedoch keine der Par-4-
Deletionsmutanten die Par-4/DIk-vermittelte Apoptose inhibieren und deshalb keinen
dominant-negativen Effekt austiben. Dies ldsst vermuten, dass weder die Par-4-Mutante
ANjgs-332 Noch die Par-4-Mutante ANgji-332, die aufgrund des deletierten N-Terminus in ihrer
Aktinbindungsfahigkeit beeintrachtigt sind, tber ihren LZ an das Par-4 wt-Protein oder an das

Dlk-Protein binden und so die Interaktion zwischen Par-4 wt und der DIk inhibieren.
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Womadglich hat die Interaktion zwischen Par-4 wt und den Par-4-Deletionsmutanten AN2ge-332
und ANg.33, keinen negativen Einfluss auf die Par-4 wt-Funktion in der Par-4/DIk-
vermittelten Apoptose. Die C-terminal deletierten Par-4-Mutanten AC;.33 und AC1.266 knnen
zwar mit dem N-Terminus an das Aktin-Zytoskelett assoziieren, jedoch aufgrund des
deletierten LZ-Motivs keine Interaktion mit dem Par-4 wt-Protein oder dem DIk-Protein
eingehen und so die Par-4/Dlk-induzierte Apoptose inhibieren. Die Ergebnisse dieser
Versuche deuten allerdings darauf hin, dass die C-terminal deletierten Par-4-Mutanten nicht
an die Aktinfilamente binden, um das Par-4 wt-Protein von diesen Strukturen kompetitiv zu
verdréangen. Vermutlich ist die Aktin-Anbindung der Mutanten AC;.,33 und AC;.266 ZU gering,
um die starke Bindung zwischen Par-4 wt und dem Aktin-Zytoskelett zu verhindern.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht, ob die neue Isoform
Par-4/p33, die aus embryonalen Stammzellen der Maus isolierte wurde, eine dominant-
negative Par-4-Mutante in der Par-4/DIk-vermittelten Apoptose darstellen konnte. Die
Isoform Par-4/p33 wird in den embryonalen Stammzellen durch die Verwendung einer
alternativen Spleif3stelle zwischen Exon 2 und Exon 4 generiert, so dass das Exon 3 komplett
herausgespleifl3t wird. Im Par-4/p33-Protein sind daher die AS 166-195 deletiert, die im Par-4
wt-Protein zur SAC-Doméne gehoren. Die funktionelle NLS 2 (AS 138-154; EI-Guendy et
al., 2003) sowie die fur die Apoptose-Induktion essentielle Phosphorylierungsstelle AS
Threoninisg in der Maus-Sequenz, die der AS Threoningss in der Ratten-Sequenz entspricht
(Gurumurthy et al., 2005; Dissertation Boosen, 2007), sind von der Deletion im Par-4/p33-
Protein jedoch nicht betroffen. In embryonalen Stammzellen der Maus ist die Par-4/p33-
Isoform am Aktin-Zytoskelett lokalisiert im Gegensatz zum Par-4 wt-Protein, das in diesen
Zellen im Kern zu finden ist. In Koexpressionsstudien wurde gezeigt, dass die Isoform
Par-4/p33 das Par-4 wt Protein im Zytosol zuruckhélt und so die Par-4 wt-vermittelte
Apoptose blockieren kann (Wang et al., 2006). Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte
gezeigt werden, dass die neue Isoform Par-4/p33 auch die Par-4/Dlk-vermittelte Apoptose in
Ratten-Fibroblasten blockieren kann. Ob der dominant-negative Effekt der Par-4/p33-1soform
in diesem Zusammenhang ebenfalls mit einer Zuriickhaltung des Par-4 wt-Proteins (Maus
oder Ratte) aus dem Zellkern zusammenhéngt, ist unbekannt. Im Laufe der Par-4/DIk-
vermittelten Apoptose transloziert die Proteinkinase DIk aus dem Kern an das Aktin-
Zytoskelett der Zelle und kolokalisiert mit dem Par-4-Protein an den Aktinfilamenten. Jedoch
konnte bisher nicht aufgekléart werden, ob die DIk selbst aktiv aus dem Nukleus exportiert
wird oder ob das Par-4-Protein in den Kern importiert wird, dort mit der DIk interagiert und

die Kinase anschlieBend aktiv in das Zytoplasma rekrutiert. Womdoglich verhindert das
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Par-4/p33-Protein die Translokation des Par-4 wt-Proteins in den Kern und behindert so den
Kernexport der DIk, was zur Blockierung der Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose fihrt. Um
diese Hypothese zu bestétigen, mussen jedoch weitere experimentelle Studien durchgefiihrt
werden. Nach der Expression von DIk zusammen mit Par-4 wt aus der Ratte bzw. mit Par-4
wt aus der Maus wurde beobachtet, dass die murine wt-Form von Par-4 eine hohere
Apoptoserate im Vergleich zu Par-4 wt aus der Ratte induziert. Vergleicht man die
Proteinsequenzen von Par-4 wt aus der Ratte und der Maus, so kann man feststellen, dass die
bisher identifizierten funktionellen Domdanen in beiden Spezies stark konserviert sind
(Ubersicht bei EI-Guendy & Rangnekar, 2003). Auffallig ist aber, dass nur das Par-4 wt-
Protein aus der Ratte die AS Serinyg beinhaltet, die weder in der humanen noch in der
murinen Form konserviert ist. Erst kiirzlich wurde beschrieben, dass das Par-4-Protein durch
die Akt-Kinase an der AS Serinyyg phosphoryliert und dadurch inaktiviert werden kann
(Goswami et al., 2005). Die Aktivitat des murinen Par-4-Proteins kann also, im Gegensatz
zum Par-4-Protein aus der Ratte, nicht durch die inhibitorische Phosphorylierung der Akt-
Kinase an der AS Serinygg beeintrachtigt werden und konnte deshalb in Ratten-Fibroblasten
ein starkeres apoptotisches Potential in der Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose aufweisen.
Bestatigt werden konnte diese Hypothese durch die Generierung einer Ratten-Par-4-Mutante,
in der die AS Seringg durch die AS Alanin ausgetauscht wird. Auf der anderen Seite kénnte
eine Maus-Par-4-Mutante, in der sich anstelle der AS Asparaginysg die AS Serin befindet,

ebenfalls zur Klarung dieser Fragestellung beitragen.

512 Die Inhibition von Par-4 durch die sIRNA-Technik fuhrt zur

Verringerung der ML C-Phosphorylierung trotz Induktion von ER-Stress
Die Etablierung eines Zellkultursystems, in dem die Par-4-Expression durch verschiedene
Stimuli hochreguliert werden kann, war eine wichtige Voraussetzung fiur die Untersuchung
der Funktion des endogenen Par-4-Proteins. In vorangegangenen Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass die Expression von Par-4 durch die ER-Stress ausldsenden Reagenzien
lonomycin und Thapsigargin induziert werden kann (Sells et al., 1994; Hsu et al., 2002).
Diese Ergebnisse konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit bestatigt werden. Daher konnte nun
untersucht werden, welchen Einfluss die Hochregulation von endogenem Par-4 auf die
Phosphorylierung der MLC an der AS Serinyg hat. Nach der Induktion der endogenen Par-4-
Expression durch Behandlung der murinen Sdugerzellen N2A und NIH-3T3 konnte eine
Steigerung der MLC-Phosphorylierung beobachtet werden. Dass ein direkter Zusammenhang

zwischen der erhéhten MLC-Phosphorylierung und der Induktion der Par-4-Expression
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besteht, konnte durch den Einsatz der siRNA-Technik gezeigt werden. Trotz einer
Behandlung der Zellen mit lonomycin oder Thapsigargin wurde keine verstarkte MLC-
Phosphorylierung an der AS Serinyg nachgewiesen, sobald Par-4 durch den Einsatz von
SIRNA-Par-4 herunterreguliert wurde. Auch nach der Ausschaltung der endogenen DIk-
Expression durch die siRNA-Technik konnte die erhdhte MLC-Phosphorylierung nach
Thapsigargin-Behandlung inhibiert werden, jedoch fiel der beobachtete Effekt schwécher aus
als nach der Inhibition der Par-4-Expression. Dies lag wahrscheinlich daran, dass die sSiRNA
gegen die DIk nicht so effizient war wie die SIRNA gegen Par-4 und deshalb eine relativ hohe
DIk-Expression und damit eine hohe Restaktivitdt der Kinase in den untersuchten Zellen
verblieben ist. Eine vollstandige Inhibition der MLC-Phosphorylierung wurde weder nach der
Inhibition von Par-4 noch nach der Inhibition der DIk beobachtet. Das liegt wohl zum einen
daran, dass durch die siRNA-Technik immer nur ein knock-down und keine vollstdndige
Ausschaltung der Expression erreicht werden kann. Des Weiteren wird die Phosphorylierung
der MLC durch zahlreiche andere Signalwege reguliert, die zum Beispiel bei der Zellteilung
(Gerashchenko et al., 2002) oder der Zellmotalitat (Gutjahr et al., 2005) eine Rolle spielen.
Fur das humane Ortholog der DIk, der ZIPK, konnte gezeigt werden, dass sie die MLC an der
AS Threonin;g und Serin;g phosphoryliert und so die Motalitat von Fibroblasten regulieren
kann (Komatsu & Ikebe, 2004). Weitere Studien haben gezeigt, dass die Kinasen ROCK
(Rho-associated coiled-coil forming protein kinase) und MLCK (myosin light chain kinase)
durch Caspasen aktiviert werden kénnen und die Phosphorylierung ihres Substrats, die MLC,
eine wichtige Rolle in der Apoptose-Induktion spielt (Coleman et al., 2001; Sebbagh et al.,
2001; Petrache et al., 2003). Zusammenfassend bestétigen die Ergebnisse dieser Studien die
vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, in denen die Proteinkinase DIk die
AS Sering der MLC phosphoryliert und diese MLC-Phosphorylierung eine wichtige Rolle in
der Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose spielt (Vetterkind et al., 2005b). Dartber hinaus zeigen
die Ergebnisse, dass eine erhdhte MLC-Phosphorylierung nicht nur durch die Uberexpression
von Par-4 und DIk in Ratten-Fibroblasten induziert werden kann, sondern auch durch die
Induktion der endogenen Par-4-Expression durch die Auslésung von ER-Stress in murinen
N2A- und NIH-3T3-Zellen. Die erhthte Par-4-Expression kénnte ausreichen, um zusammen
mit der endogenen DIk die verstarkte MLC-Phosphorylierung zu induzieren. Es wére jedoch
auch denkbar, dass die DIk-Expression ebenso wie die Par-4-Expression nach der Auslésung
von ER-Stress induziert wird und die Hochregulation beider Proteine zu einer verstarkten
MLC-Phosphorylierung flhrt. Daher wére es sicher interessant, den DIk-mRNA-Status sowie

die DIk-Proteinexpression nach der Induktion von ER-Stress zu analysieren.
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5.1.3 Die Inhibition von Par-4 beeintrachtigt die Apoptose-Induktion nach
der Auslésung von ER-Stress
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die proteolytische Spaltung der Effektorcaspase-3
essentiell fiir die Apoptose ist, so dass ihre Aktivierung oft als Apoptosenachweis heran-
gezogen wird (Ubersicht bei Kohler et al., 2002). Des Weiteren ist bekannt, dass die
Caspase-3 durch die Par-4-vermittelte Apoptose in neoplastischen Lymphozyten aktiviert
werden kann (Boehrer et al., 2002). Um den Einfluss des endogenen Par-4-Proteins auf die
Apoptose-Induktion zu analysieren, wurde in den durchgefihrten Studien die Caspase-3-
Aktivierung untersucht. Nach der Induktion von ER-Stress mit Thapsigargin wurde sowohl
die endogene Par-4-Expression in N2A-Zellen hochreguliert und auBerdem eine Aktivierung
der Caspase-3 beobachtet. Nach der Herunterregulation der Par-4-Expression durch die
SiIRNA-Technik konnte eine Abnahme der Caspase-3-Aktivierung nach Thapsigargin-
Behandlung nachgewiesen werden. Die siRNA-vermittelte Herunterregulation der endogenen
DIk-Expression fiuhrte ebenfalls zu einer Abnahme der Aktivierung der Caspase-3 nach
Thapsigargin-Behandlung, jedoch fiel dieser Effekt schwacher aus als nach der Inhibition von
Par-4. Die schwache Inhibition der Caspase-3-Aktivierung nach der Herunterregulation der
DIk liegt vermutlich an der hohen Restaktivitat des DIk-Proteins, bedingt durch die geringere
Effizienz der eingesetzten siRNA-DIk. Da die Aktivierung der Caspase-3 nach der Induktion
von ER-Stress durch Thapsigargin sowohl durch die Inhibition der Par-4- wie auch der DIk-
Expression inhibiert werden konnte, kann man vermuten, dass sowohl das Par-4-Protein wie
auch das DIk-Protein in der ER-Stress-vermittelten Apoptose eine Rolle spielen kénnten. In
guter Korrelation zu diesen Ergebnissen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Inhibition der endogenen Par-4-Expression mit Hilfe der siRNA-Technik zu einer
erhdhten Apoptoseresistenz gegenlber den ER-Stress auslésenden Reagenzien lonomycin
und Thapsigargin in HelLa-Zellen fuhrte. Die Herunterregulation von endogenem Par-4
konnte die Apoptose-Induktion nach Behandlung der Hela-Zellen mit dem ER-Stress
auslosenden Reagenz Tunicamycin jedoch nicht inhibieren. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Inhibition von Par-4 durch die siRNA-Technik die durch die Zellstress-
Agenzien Etoposid und Staurosporin ausgeltste Apoptose in HelLa-Zellen nicht blockieren
kann. In einer kirzlich verdffentlichten Studie wurde jedoch gezeigt, dass eine Herunter-
regulation der Par-4-Expression durch die siRNA-Technik zur Desensibilisierung von Hel a-
Zellen gegentiber Zytostatika wie Etoposid und Staurosporin fiihren kann (Affar et al., 2006).
Aufgrund der aus unseren Studien gewonnenen Ergebnisse kann man vermuten, dass die

SiRNA gegen Par-4 die durch verschiedene Reagenzien ausgelste Apoptose nur dann
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blockieren kann, wenn die entsprechenden Reagenzien auch zur Induktion der endogenen
Par-4-Expression und so zur Par-4-vermittelten Apoptose fuhren. Darlber hinaus kénnte die
siRNA-vermittelte Inhibition von Par-4 die durch die verschiedenen Reagenzien ausgeldste
Apoptose blockieren, wenn das endogene Par-4-Protein in den durch die Reagenzien
induzierten Apoptosemechanismus involviert ist. Dass die Par-4-Expression durch die ER-
Stress auslésenden Reagenzien lonomycin und Thapsigargin in N2A- und in NIH-3T3-Zellen
induziert werden kann, nicht jedoch in N2A-Zellen durch die Behandlung von Staurosporin,
wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt und wirde die erste Vermutung stutzen. Das ER-
Stress induzierende Reagenz Tunicamycin konnte hingegen nur in den NIH-3T3-Zellen, nicht
aber in den N2A-Zellen die Par-4-Expression heraufregulieren. Womaglich wird auch in den
HeLa-Zellen keine Induktion der Par-4-Expression durch das Reagenz Tunicamycin erreicht,
so dass die siRNA-vermittelte Inhibition von Par-4 keinen Einfluss auf die durch
Tunicamycin ausgeltste Apoptose ausiiben kann. Diese Vermutung konnte durch weitere
Experimente untersucht werden, in denen der Par-4 Expressionsstatus nach der Induktion von
ER-Stress durch lonomycin, Thapsigargin und Tunicamycin in HelLa-Zellen analysiert

werden sollte.

514 Par-4 bt mdglicherweise eine stabilisierende Funktion auf das Aktin-
Zytoskelett aus
Die Herstellung der stabil siRNA-Par-4 exprimierenden Zellinie HelLa-siPar4 lieferte neue
interessante Hinweise auf eine weitere Funktion des Par-4-Proteins. Im Gegensatz zur
Etablierung von HelLa-Kontrollzellinien, die den leeren Vektor pPSUPER.neo+gfp stabil in ihr
Genom integriert haben, war die Etablierung einer stabil siRNA-Par-4 exprimierenden HelLa-
Zellinie aulerst schwierig. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das pro-apoptotische
Par-4-Protein, zumindest in HeLa-Zellen, auch eine lebensnotwendige Funktion ausiiben
konnte. In immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen der Zellinie Hela-siPar4 wurde
gezeigt, dass diese Zellen im Vergleich zur Kontroll-Zellinie HelLa-si-3 eine kleinere
Zellmorphologie aufwiesen. Da Par-4 sowohl direkt mit F-Aktin (filamentdses Aktin)
interagieren kann und aulerdem in der Lage ist, vorpolymerisiertes F-Aktin in hohere
Strukturen zu organisieren (Vetterkind et al., 2005b), kann man vermuten, dass die
Herunterregulation der endogenen Par-4-Expression maglicherweise eine Destabilisierung des
Aktin-Zytoskeletts verursacht. Um diese Vermutung zu Uberpriifen, sollte in weiteren
experimentellen Studien untersucht werden, ob das Aktin-Zytoskelett in den Zellen der
Zellinie HeLa-siPar4 im Vergleich zu den Kontrollzellen schwécher ausgepragt oder ob die
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verénderte Zellmorphologie auf andere physiologische Variationen zurlickzufiihren ist. Zu
diesem Zweck konnten die Aktinfilamente in der stabil SIRNA-Par-4 exprimierenden Zellinie
mit Hilfe von fluoreszenzmarkiertem Phalloidin angefarbt und die Praparate anschlieRend
mikroskopisch ausgewertet werden. Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass ein intaktes und
funktionelles Zytoskelett fir eine Zelle lebensnotwendig ist. So wurde bereits gezeigt, dass
das Zytoskelett Ziel von vielen Signalwegen (Ubersicht bei Sepulveda et al., 2005), aber auch
Sensor flr den allgemeinen Zustand der Zelle ist (Yamazaki et al., 2000). Daher kdnnte die
Destabilisierung des Aktin-Zytoskeletts, bedingt durch die Herunterregulation der Par-4-
Expression, die Lebensfahigkeit der Hela-siPar4-Zellen durchaus negativ beeinflussen.
Durch die weitere Charakterisierung dieser Zellinie konnten sicherlich interessante neue

Erkenntnisse Uber die Funktion des Par-4-Proteins gewonnen werden.

52 METHYLIERUNGSSPEZIFISCHE DNA-ANALYSEN DES
PAR-4-, DLK/ZIPK- UND AMIDA/TFPT-PROMOTORS

Urspriinglich ging man davon aus, dass genetische Abnormalitdten in Tumorsupressorgenen
oder Onkogenen sowie chromosomale Abnormalitdten zur Entstehung von Krebs-
erkrankungen fithren (Hahn et al., 1999; Ubersicht bei Hanahan & Weinberg, 2000; Kinzler
& Vogelstein, 1997). In den letzten Jahren mehren sich jedoch die Hinweise, dass mindestens
in gleichem Umfang epigenetische Verdnderungen eine wichtige Rolle in dem Prozess der
Tumorgenese spielen. Zu den epigenetischen Modifikationen gehéren die transkriptionelle
Repression von Tumorsupressoren durch eine Hypermethylierung in der entsprechenden
Promotorregion (Ubersicht bei Herman & Baylin, 2003), eine genomweite Hypo-
methylierung, die zur genomischen Instabilitat filhrt (Ubersicht bei Ehrlich, 2002) sowie die
Stillegung von Genen durch verénderte Histon-Modifikationen (Fraga et al., 2005). Durch die
Inaktivierung von wachstumsregulierenden Genen erlangen die Tumorzellen einen
entscheidenden Wachstumsvorteil, der entweder die Entwicklung einer entarteten Zelle erst
ermdglicht oder den Prozess der Transformation weiter begiinstigt (Ubersicht bei Baylin &
Ohm, 2006). Daher sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit der DNA-Methylierungsstatus von
Cytosinbasen in den potentiellen Promotorregionen der par-4-, dik/zipk- und amida/tfpt-Gene
in humanen Tumorzellinien und in humanem Tumorgewebe untersucht werden. Diese
Analysen konnten einen ersten Hinweis darauf geben, ob epigenetische Mechanismen die
Expression der Gene par-4, dik/zipk und amida/tfpt inaktivieren kdénnten. Eine epigenetische

Stillegung der Genexpression von Par-4, DIK/ZIPK und Amida/TFPT konnte apoptotische
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Vorgénge im Rahmen der neoplastischen Transformation beeinflussen und daher einen

wichtigen Schritt bei der Tumorentstehung darstellten.

521 Das pro-apoptotische Protein Amida/TFPT wird in verschiedenen
Tumor zellinien und Gliomen durch DNA-Hyper methylierung stillgelegt
Amida/TFPT wird ubiquitdr exprimiert, jedoch konnte eine verstarkte Expression im
Gehirngewebe und im Testis nachgewiesen werden. Das Ratten-Ortholog Amida wurde
urspriinglich als Interaktionspartner des gehirnspezifischen Proteins Arc bei einer Hefe-Zwei-
Hybrid Suche isoliert und kann in COS-7-Zellen nach Uberexpression zur Induktion der
Apoptose flhren. Da eine Koexpression von Arc die Amida-vermittelte Apoptose blockieren
kann, wurde postuliert, dass die beiden Proteine Amida und Arc den Zelltod in neuronalen
Zellen regulieren konnen (Irie et al., 2000). Daruber hinaus wird dem Amida-Protein eine
Kontrollfunktion im Zellzyklus zugesprochen. Die DNA-bindende Doméne von Amida, die
zwischen den beiden Kernlokalisationssequenzen des Proteins lokalisiert ist, scheint dabei
von grolder Bedeutung zu sein. Es wurde postuliert, dass Amida durch die Bindung an DNA
die Chromatinkondensation beeintrachtigt und so den Ubergang von der S- zur M-Phase
blockiert. Die Funktion des Amida-Proteins kann in diesem Zusammenhang durch die
Zellzyklus-Kinase Cdc2 reguliert werden, die das Amida-Protein an der AS Serinig
phosphorylieren kann und so die DNA-Bindekapazitdt von Amida beeinflusst (Gan et al.,
2003). Das Amida-Protein ist auch ein Interaktionspartner von Par-4 und der DIk
(Dissertation Boosen, 2007). Nach der Koexpression von Par-4 und Amida in Ratten-
Fibroblasten rekrutiert Par-4 das Amida-Protein an die Spannungsfasern des Zytoskeletts und
es kommt zur Induktion der Apoptose (Boosen et al., 2005). Das humane Ortholog von
Amida, TFPT bzw. FB1, wurde als Fusionspartner des Transkriptionsfaktors E2A/TCF3 in
Patienten mit pre-B ALL (pré-B-Zell akute lymphatische Leukémie) entdeckt. Das tfpt-Gen
ist auf Chromosom 19913.4 lokalisiert, eine Region, die bereits mehrfach mit LOH (loss of
heter ozygosity)-Ereignissen in verschiedenen Tumoren in Verbindung gebracht wurde
(Brambillasca et al., 1999). Ob die funktionelle Inaktivierung von E2A, einem Protein das an
der B-Zell-Differenzierung beteiligt ist, oder ob die funktionelle Inaktivierung von TFPT
ursachlich mit der Krankheit in Verbindung steht, konnte bisher nicht geklart werden.
Aufgrund einer kirzlich vertffentlichten Studie, die dem Amida-Protein eine Rolle als
Tumorsupressor zuweist, l&sst sich vermuten, dass die Inaktivierung von TFPT fir die
Entstehung der pre-B ALL verantwortlich ist. Im Rahmen dieser Studie konnte auf’erdem

gezeigt werden, dass ektopisch exprimiertes TFPT nur in mitotischen Tumorzellen eine p53-
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unaghéngige Apoptose auslosen kann. In  Zellen, die nicht den G2-Kontrollpunkt
Uberschreiten und nicht in die Mitose eintreten, fuhrt Gberexprimiertes TFPT nicht zur
Induktion des programmierten Zelltods (Franchini et al., 2006).

Im Rahmen der durchgefiihrten Studien konnte in allen untersuchten Tumorzellinien eine
TFPT-mRNA-Expression nachgewiesen werden, jedoch war nur ein schwaches TFPT-
Transkript in den Tumorzellinien U251-MG, Saos-2 und MCF-7 detektierbar. Durch eine
Behandlung von Tumorzellinien des zentralen Nervensystems mit 5-Aza-2’-deoxycytidin
konnte die TFPT-mRNA-Expression in den vier Gliom-Zellinien U178-MG, U251-MG,
U373-MG und Al172 sowie in der Medulloblastom-Zellinie Daoy induziert werden. Die
Promotoranalyse in den Zellen, in denen die TFPT-mRNA-Expression durch die genomweite
Demethylierung heraufreguliert werden konnte, zeigte fir alle untersuchten Gliom-Zellinien,
nicht jedoch fir die Medulloblastom-Zellinie Daoy, eine Hypermethylierung des untersuchten
TFPT-Promotorbereichs. In der Tumorzellinie MCF-7, die nur ein schwaches TFPT-
Transkript aufweist, konnte ebenfalls eine schwache Promotor-Hypermethylierung
nachgewiesen werden. Dieser erste Hinweis auf eine Stillegung des tfpt-Gens durch
Promotor-Hypermethylierung in  Tumorzellinien konnte auch in der methylierungs-
spezifischen Analyse der DNA-Proben eines Gliomkollektivs bestétigt werden. Gliome sind
unterschiedlich differenzierte Gehirntumore, die von der Glia abstammen. Sie gehtren zu den
héaufigsten intrakraniellen Tumoren des Gehirns und werden in die Untergruppen Astrozytom,
Oligodendrogliom, Oligo-Astrozytom, Ependymom und Glioblastoma multiforme eingeteilt.
Die histologische Einteilung nach der Weltgesundheitsorganisation (WHO)-KIassifikation
beinhaltet die Graduierung von Grad | (benigne) bis Grad IV (hochgradig maligne) und stutzt
sich auf lichtmikroskopische Kriterien (Kleihues et al., 2002). Eine starke Methylierung des
untersuchten TFPT-Promotorfragments wurde in 37 % der priméren Glioblastome, in 50 %
der sekundaren Glioblastome, in 67 % der anaplastischen Astrozytome und in 38 % der
diffusen Astrozytome detektiert. Die Untersuchung der relativen TFPT-mRNA-Expression
verdeutlichte, dass es besonders in den primaren und sekundéren Glioblastomproben (WHO
IV) eine Korrelation zwischen dem Methylierungsgrad des TFPT-Promotors und dem TFPT-
MRNA-Expressionsstatus gab. Bei den Astrozytomen (WHO I1) und anaplastischen
Astrozytomen (WHO I11) konnte kein direkter Bezug zwischen der detektierten DNA-
Hypermethylierung und einer verminderten TFPT-mRNA-Expression nachgewiesen werden
(Appel et al., in Vorbereitung).

Es ist interessant, dass das untersuchte TFPT-Promotorfragment nur in einem der insgesamt
vier priméren Glioblastome aus so genannten ,Langzeituberlebern* stark hypermethyliert
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war. Bei den Tumorproben aus Langzeitiiberlebern handelt es sich um Glioblastomgewebe,
dass aus Patienten isoliert wurde, die nach der ersten Operation mindestens 3 Jahre tberlebt
haben. Deshalb kann man davon ausgehen, dass die Glioblastome aus Langzeitiiberlebern
einen geringeren Malignitatsgrad aufweisen. Zwar ist die Anzahl der untersuchten
Glioblastome aus Langzeitlberlebern zu gering, um statistisch sichere Aussagen treffen zu
kdnnen, jedoch tritt eine Korrelation zwischen geringer bzw. fehlender DNA-Methylierung
des tfpt-Promotors und niedrigeren Malignitétsgrad auch in anderen Gliomproben auf. In den
von der WHO als niedrig gradig maligne eingestuften diffusen Astrozytomen (Kleihues et al.,
2002) sind nur drei von acht DNA-Proben im Bereich des untersuchten TFPT-Promotors stark
hypermethyliert, alle restlichen Proben sind unmethyliert. Bei den hoher gradig malignen
anaplastischen Astrozytomen wurden dagegen sechs von neun Proben als stark methyliert
identifiziert. In weiteren experimentellen Studien konnte die Fragestellung untersucht werden,
ob es einen Zusammenhang zwischen der epigenetischen Herunterregulation des tfpt-Gens
und dem Malignitatsgrad von Gliomen gibt.

Die Unterteilung von Glioblastomen in primére und sekundare Glioblastome geht auf Scherer
(1940) zurtck. Primare Glioblastome entwickeln sich in Kkirzester Zeit ohne einen
Tumorvorldufer, wobei sekundare Glioblastome (ber einen l&ngeren Zeitraum aus
Astrozytomen entstehen. Wahrend sich primdre und sekundéare Glioblastome histologisch nur
schwer voneinander unterscheiden lassen, zeigen sie deutliche genetische Differenzen
(Ubersicht bei Kleihues & Ohgaki, 1999). So weisen nur 10 % der priméren Glioblastome
Mutationen im p53-Gen auf, in sekundédren Glioblastomen sind es dagegen uber 65 %
(Watanabe et al., 1996; Watanabe et al., 1997). Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte
gezeigt werden, dass eine starke Hypermethylierung des TFPT-Promotors in 37 % der
priméren Glioblastome auftrat, im Gegensatz zu 50 % in sekundéren Glioblastomen. Auch
hier ist die Anzahl der untersuchten sekundaren Glioblastome zu gering, um statistisch sichere
Aussagen treffen zu kdnnen. Es ist dennoch interessant, dass das tfpt-Gen, dessen Genprodukt
nach neuestem Erkenntnisstand eine p53-unabhdngige Apoptose induzieren kann (Franchini
et al., 2006), vermehrt in sekundéren Glioblastomen epigenetisch stillgelegt wird, die zu Uber
65 % eine p53-Mutation aufweisen. Man kann nun vermuten, dass die Entstehung von
sekundéren Glioblastomen sowohl durch die Ausschaltung des p53-abhé&ngigen wie auch
durch Ausschaltung eines p53-unabhangigen Apoptoseweges begunstigt oder ermdglicht
wird. Um diese Hypothese zu stiitzen, misste eine groRere Probenanzahl sekundarer
Glioblastome im Hinblick auf den Methylierungsstatus des TFPT-Promotors untersucht
werden. Anschlielend sollte analysiert werden, ob eine epigenetische Stillegung der tfpt-
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Genexpression mit Mutationen in einem p53-Allel korreliert. Des Weiteren sollte geklart
werden, ob allein eine ektopische Expression von TFPT in der Lage ist, in Glioblastomzellen
die Apoptose oder einen Zellzyklus-Arrest zu induzieren.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten DNA-Methylierungsanalysen zeigten, dass
besonders die in der zentral gelegenen Region (Position -1083 bis -965) des untersuchten
TFPT-Promotorfragments lokalisierten CpG-Dinukleotide (CpG-Dinukleotide 7/8, 10, 11, 13,
14/15, 16) haufig in Glioblastomen methyliert sind. Eine Analyse der untersuchten
Promotorregion des tfpt-Gens mit dem Computerprogramm TFSEARCH ver 1.3 sowie die
Einbeziehung bereits vorhandener Promotorstudien (Brambillasca et al., 2001) wiesen darauf
hin, dass die Transkriptionsfaktoren Ikaros2 (Ubersicht bei Cortes et al., 1999), Ets
(epithelium specific transcription factor; Ubersicht bei Sharrocks et al., 1997) und GATA-1
(Ubersicht bei Migliaccio et al., 2005) an die haufig methylierten CpG-Dinukleotide 11, 13
und 14/15 im untersuchten TFPT-Promotorfragments binden koénnen. Bei all diesen
Transkriptionsfaktoren handelt es sich um Proteine, die in hamatopoetischen Zellen
exprimiert werden. Fir Transkriptionsfaktoren aus der Ets-Familie wurde jedoch bereits
gezeigt, dass die entsprechenden Gene auch in anderen Geweben exprimiert werden
(Ubersicht bei Maroulakou & Bowe, 2000). Uber den Transkriptionsfaktor GATA-1 ist
bekannt, dass er die Genexpression seiner Zielgene durch die Acetylierung des Histonproteins
H3 im Promotorbereich aktivieren kann (Kiekhaefer et al., 2002). Die Inhibition des
GATA-1-Bindungsmotivs durch DNA-Hypermethylierung wirde demnach dazu fuhren, dass
die Chromatinstruktur im TFPT-Promotor nicht flr andere Transkriptionsfaktoren zugénglich
wird und die Transkription aus diesem Grund nicht stattfinden kann. Welche
Transkriptionsfaktoren in neuronalen Zellen die Expression des tfpt-Gens regulieren und an
welche Regionen des TFPT-Promotors diese Transkriptionsfaktoren binden, ist bisher nicht
bekannt. Es kann deshalb keine Aussage dartiber getroffen werden, ob auch die DNA-
Bindung von gehirnspezifischen Transkriptionsfaktoren durch die Methylierung der haufig
methylierten CpG-Dinukleotide 7/8, 10, 11, 13, 14/15, 16 im TFPT-Promotor blockiert
werden konnte. Um die Genexpression stillzulegen, missen nach aktuellem Forschungsstand
die Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren nicht direkt von einer DNA-Methylierung
betroffen sein. Eine transkriptionelle Stillegung von Genen wird vielmehr durch ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener epigenetischer Modifikationen bewerkstelligt
(Ubersicht bei Klose & Bird, 2006). An diesem Prozess sind vor allem die initiale
Methylierung von Cytosinbasen durch DNA-Methyltransferasen (DNMTSs), die Blockierung
der DNA durch Methylcytosin-Bindeproteine (MBPs) sowie eine Verdichtung der
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Chromatinstruktur durch Histon-Deacetylierung und Histon-Methylierung beteiligt. In Folge
dessen wird der Dbetroffene DNA-Bereich eines Gens fir die Faktoren der
Transkriptionsmaschinerie unzugénglich, so dass eine Genexpression nicht mehr stattfinden
kann (Ubersicht bei Geiman & Robertson, 2002).

5.2.2 Die Herunterregulation der Par-4-Expression wird nur in zwei Gliom-
Zdllinien durch Promotor-Hypermethylierung induziert

Viele Studien haben gezeigt, dass die Expression des pro-apoptotischen Par-4-Proteins in
verschiedenen Tumoren herunterreguliert ist, so zum Beispiel in Nierenzellkarzinomen (Cook
et al., 1999), in Melanomen (Lucas et al., 2001), in verschiedenen Leukamien (Boehrer et al.,
2001) und in Prostatakarzinomen (Chakraborty et al., 2001). Des Weiteren ist bekannt, dass
eine ektopische Expression von Par-4 in den meisten Tumorzellen ausreichend ist, um die
Apoptose einzuleiten (Nalca et al., 1999; Chakraborty et al., 2001; EI-Guendy et al., 2003;
Vetterkind et al., 2005a; Lucas et al., 2001). In weiteren Studien wurde gezeigt, dass die
Herunterregulation der Par-4-Expression flur die Ras-induzierte Transformation in der
murinen Fibroblasten-Zellinie NIH-3T3 essentiell ist (Qiu et al., 1999). Im Jahr 2005 wurde
Par-4 erstmals als ein Protein mit Tumorsupressor-Aktivitat beschrieben, da der homozygote
Verlust der Par-4-Allele in knock-out Méusen zu einer vermehrten Tumorentwicklung flhrt
(Garcia-Cao et al., 2005). Vor Beginn dieser Doktorarbeit wurde verdffentlicht, dass der
Par-4-Promotor in Ras-transformierten Fibroblasten- und Epithelzellinien hypermethyliert ist
und daher die Par-4-Expression in diesen Zellen herunterreguliert sein kénnte (Pruitt et al.,
2005). Des Weiteren konnte Anfang diesen Jahres von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass die Par-4-Expression sowohl in Tumorzellinien, die aus Endometrium-
karzinomen etabliert wurden, wie auch in primarem Endometriumkarzinomgewebe durch
Promotor-Methylierung epigenetisch stillgelegt ist (Moreno-Bueno et al., 2007). All diese
Hinweise lassen vermuten, dass das par-4-Gen in verschiedenen Tumorarten durch Promotor-
Hypermethylierung inaktiviert sein konnte. Daher sollte der Methylierungsstatus eines Par-4-
Promotorfragments in verschiedenen Tumorzellinien sowie in verschiedenen Tumorgewebe-
proben analysiert werden.

Die Befunde, dass in den humanen Tumorzellinien Molt-4, Saos-2, MCF-7, U87-MG und
U251-MG nur ein schwaches bzw. kein Par-4-Transkript detektiert wurde und dass die Par-4-
MRNA-Expression nach Behandlung der Gliom-Zellinien U178-MG, U251-MG, U373-MG
und A172 und der Medulloblastom-Zellinie D283 mit dem DNA-Demethylierungsreagenz 5-

Aza-2’-deoxycytidin induziert werden konnte, deuteten darauf hin, dass der Par-4-Promotor
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durch Hypermethylierung stillgelegt sein konnte. Die Analyse des Methylierungsstatus des
Par-4-Promotors bestétigte diese Annahme in den untersuchten Gliom-Zellinien U251-MG
und U373-MG, in denen eine starke DNA-Methylierung im untersuchten Promotorbereich
detektiert wurde. In den Tumorzellinien Molt-4, U87-MG, U178-MG, A172, SH-SY5Y und
D283 konnte hingegen keine Hypermethylierung des untersuchten Par-4-Promotorfragments
nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung des Par-4-Promotorfragments in genomischer
DNA aus Mammakarzinomen (Daten nicht gezeigt) und Prostatakarzinomen verschiedener
Patienten konnte ebenfalls keine DNA-Hypermethylierung detektiert werden. Fur die Analyse
des Par-4-Promotors in DNA-Proben, die aus primérem Gliomgewebe verschiedener
Patienten isoliert wurden, wurde der untersuchte Promotorbereich erweitert, um mehr CpG-
Dinukleotide in die Untersuchung mit einbeziehen zu kénnen. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten nur fir 5 % der untersuchten priméren Glioblastome, jedoch fiir 31 % der sekundaren
Glioblastome eine schwache DNA-Methylierung des Par-4-Promotors. Weder in den diffusen
Astrozytomen, noch in den anaplastischen Astrozytomen konnte eine DNA-Methylierung in
CpG-Dinukleotiden detektiert werden. Nach der Bestimmung der relativen Par-4-mRNA-
Expression zeigte sich, dass in allen untersuchten Gliomproben, selbst in den Gliomproben, in
denen der Par-4-Promotor schwach methyliert war, die Par-4-Expression gegeniber dem
Kontrollgewebe stark erhoht war. Es konnte demnach keine Korrelation zwischen der
schwachen Hypermethylierung des Par-4-Promotors im Glioblastomgewebe und dem Par-4-
MRNA-Expressionsstatus nachgewiesen werden. Zusammenfassend lasst sich aus den
Ergebnissen dieser Studien der Schluss ziehen, dass die par-4-Genexpression in den meisten
untersuchten Tumorzellinien und primdren Tumorgeweben nicht durch Promotor-
Hypermethylierung im untersuchten Bereich inhibiert wird. Nach Behandlung der
Tumorzellinien U178-MG, U251-MG, U373-MG, A172 und D283 mit dem DNA-
Demethylierungsreagenz 5-Aza-2’-deoxycytidin konnte allerdings beobachtet werden, dass
die Par-4-mRNA-Expression durch diese Behandlung induziert werden konnte. Dieser
Befund l&sst vermuten, dass die DNA-Hypermethylierung bei der Deregulation des Par-4-
Transkripts dennoch eine Rolle spielen kénnte. Mdglicherweise ist der Par-4-Promotor in
einem anderen Bereich methyliert, der in unseren Studien nicht bertcksichtigt wurde. Des
Weiteren kann man vermuten, dass die par-4-Genexpression von Transkriptionsfaktoren
reguliert wird, deren Promotoren selbst aufgrund von DNA-Hypermethylierung stillgelegt
sind. Diese Vermutung wird gestltzt durch die Ergebnisse, dass die Ras-vermittelte
Herunterregulation der Par-4-Expression mit der Hochregulation von de novo DNMTSs
einhergeht (Pruitt et al., 2005). Die induzierte Expression der de novo DNMTs kodnnte zur
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vermehrten Methylierung von Cytosinbasen in den CpG-Inseln der Promotoren fuhren, die fur
Transkriptionsfaktoren kodieren, die die par-4-Genexpression regulieren. Andere Studien
haben gezeigt, dass die Genexpression nach Behandlung von Zellen mit 5-Aza-2’-
deoxycytidin nicht nur durch DNA-Demethylierung, sondern auch durch Hyperacetylierung
(Takebayashi et al., 2001) oder Demethylierung (Nguyen et al., 2002) von Histonproteinen
im entsprechenden Promotorbereich induziert werden kann. Beispielsweise kann die
Expression der Gene dsc3 und maspin in Mammakarzinom-Zellinien durch 5-Aza-2’-
deoxycytidin-Behandlung reaktiviert werden, indem die Behandlung der Zellen mit dem
Reagenz zur Demethylierung der Histonproteine H3 an der AS Lysing in den entsprechenden
Promotorregionen fihrt (Wozniak et al., 2007). Diese epigenetischen Chromatin-
modifikationen wurden in unserem experimentellen Ansatz nicht untersucht und koénnen
deshalb als Ursache flr die verminderte par-4-Genexpression bzw. die Induktion der par-4-
Genexpression nach 5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung nicht ausgeschlossen werden.

5.2.3 Der DIK/ZIPK-Promotor ist nicht hypermethyliert

Die ZIPK, das humane Ortholog der DIk, bildet zusammen mit vier weiteren Vertretern die
Familie der DAP-Kinasen, die eine hohe Sequenzhomologie in ihrer Kinase-Domane
aufweisen und die alle in apoptotische Prozesse involviert sind (Ubersicht bei Kogel et al.,
2001). Promotorstudien der DAP-Kinase (death associated protein kinase) haben bereits
gezeigt, dass das dapk-Gen in zahlreichen malignen Erkrankungen durch DNA-
Hypermethylierung stillgelegt ist (Fischer et al., 2006; Mittag et al., 2006; Kong et al., 2005;
Schildhaus et al., 2005). Methylierungsspezifische Analysen fiir den Promotor des zpk-Gens
wurden bisher nicht durchgefiihrt. Als ein in den apoptotischen Prozess involviertes Protein
stellt jedoch auch die ZIPK ein potentielles Zielgen von DNA-Hypermethylierung wéhrend
der Tumorgenese dar, so dass in Rahmen dieser Arbeit auch der Methylierungsstatus des
ZIPK-Promotors untersucht werden sollte.

Anhand von mRNA-Expressionsstudien konnte in dieser Doktorarbeit gezeigt werden, dass
alle untersuchten humanen Tumorzellinien mit Ausnahme der Gliom-Zellinie U251-MG und
der Osteosarkom-Zellinie Saos-2 eine ZIPK-mRNA-Expression aufwiesen, jedoch wurde nur
ein schwaches ZIPK-Transkript in der leukdmische T-Zellinie Molt-4 und in der Mamma-
Adenokarzinom-Zellinie MCF-7 nachgewiesen. Nach der Behandlung von Tumorzellinien
des zentralen Nervensystems konnte beobachtet werden, dass die zipk-Genexpression in den
Gliom-Zellinien LN428 und A172 sowie in den Medulloblastom-Zellinien Med8A, D283 und

Daoy induziert werden konnte. Die Sequenzanalyse des amplifizierten Promotorfragments des
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zipk-Gens verdeutlichte jedoch, dass die untersuchte ZIPK-Promotorregion in den
Tumorzellinien, die nach Induktion der DNA-Demethylierung einen erhéhten ZIPK-mRNA-
Expressionsstatus aufwiesen, keine DNA-Hypermethylierung zeigte. Nur in der Gliom-
Zellinie A172 wurde an zwei CpG-Dinukleotiden des ZIPK-Promotors eine schwache DNA-
Methylierung detektiert. In der Sequenzanalyse eines weiter stromaufwarts gelegenen ZIPK-
Promotorbereichs (siehe Anhang B, Amplifikation mit den Oligonukleotiden ZIPK-bs-f3 und
ZIPK-bs-r3b) aus der Zellinie A172 konnte wiederum keine DNA-Methylierung detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Eine methylierungsspezifische Analyse des ZIPK-Promotors in
den Zellinien Molt-4 und MCF-7, die nur ein geringes ZIPK-Transkript aufweisen, zeigte
ebenso keine DNA-Methylierung. Die Untersuchung drei primdrer Glioblastomgewebe
bestétigten die vorangegangenen Befunde, dass das fur die Studien amplifizierte DNA-
Fragment des ZIPK-Promotors nicht durch DNA-Hypermethylierung modifiziert wird (Daten
nicht gezeigt). So kann flr das zipk-Gen eine direkte Stillegung durch DNA-Methylierung in
allen untersuchten Tumorzellinien und Gliomproben nahezu ausgeschlossen werden. Wie flr
Par-4 bereits diskutiert ist jedoch eine indirekte Regulation der ZIPK-mRNA-EXxpression
durch DNA-Hypermethylierung bzw. eine epigenetische Stillegung der Genexpression durch
Histonmodifikationen moglich, da die ZIPK-mRNA-Expression nach Behandlung einiger
Tumorzellen des zentralen Nervensystems mit 5-Aza-2’-deoxycytidin-Behandlung induziert

werden konnte.

5.3 EFP1, DER NEUE PAR-4-INTERAKTIONSPARTNER, IST EIN
ER-STRESSINDUZIERTES GLYKOPROTEIN

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit sollte das Thioredoxin-&hnliche Protein EFP1 (EF-hand
binding protein) aus der Ratte, das in unserer Arbeitsgruppe als neuer Interaktionspartner von
Par-4 in einem Hefe-Zwei-Hybrid-System isoliert wurde (Dissertation Boosen, 2007), naher
charakterisiert werden. Mit Hilfe von Sequenz- und Funktionsanalysen konnte fiir das EFP1-
Protein bereits eine Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum (ER) sowie eine schwache
Reduktase-Aktivitdt in einem Insulin-Disulfid-Reduktionstest nachgewiesen werden
(Diplomarbeit Koplin, 2004). Das humane EFP1-Protein wurde urspringlich als
Interaktionspartner von Duox-Proteinen identifiziert, die selbst eine wichtige Rolle bei der
H,0,-Produktion in der Schilddrise spielen und so an der Thyroid-Hormonsynthese beteiligt
sind. EFP1 ist ein hoch konserviertes Protein mit Orthologen in verschiedenen Spezies (Wang
et al., 2005), wobei Proteinsequenzanalysen der EFP1-Orthologe eine starke Sequenzidentitat
mit der hochsten Homologie zwischen den AS 51-304 und den AS 564-767 zeigen konnten
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(siehe Anhang B). Des Weiteren haben Expressionsstudien gezeigt, dass sowohl das Ratten-
Ortholog wie auch das humane Ortholog von EFP1 ubiquitér exprimiert wird (Diplomarbeit
Maertens, 2003; Wang et al., 2005).

531 EFP1west Sequenzhomologien zu PDI-Proteinen auf

Das EFP1-Protein beinhaltet eine potentiell funktionelle Thioredoxindomane mit einem
charakteristischen CXXC-Motiv eines Katalytischen Zentrums (THX3), eine potentielle
Thioredoxindomdne mit einem inaktiven Kkatalytischen Zentrum (THX;) sowie eine
Thioredoxin-ahnliche Domane (Holmgren et al., 1975). Darliber hinaus konnte anhand
computergestiitzter Sequenzanalysen mit dem PredictProtein-Programm gezeigt werden, dass
das EFP1-Protein eine fir PDI (protein disulfide isomerase)-Proteine charakteristische o-
Helix/B-Faltblatt Sekundarstruktur ausweist (Analysen durchgefiihrt von Dr. Susanne
Vetterkind). PDI-Proteine gehoren zur Superfamilie der Thioredoxin-Proteine und kénnen die
Oxidation, Reduktion und Isomerisierung von inter- oder intramolekularen Disulfidbriicken
katalysieren (Ubersicht bei Ferrari & Soling, 1999). Die meisten Proteinmitglieder der PDI-
Familie besitzen die Doméanenstruktur a-b-b’-a’-c, dabei symbolisiert a und a’ katalytisch
aktive Thioredoxindoménen, b und b’ Thioredoxin-dahnliche Doméanen ohne katalytisch
aktives Zentrum und c stellt eine Ca**-Bindedomane dar (Ubersicht bei Ellgaard & Ruddock,
2005; Ubersicht bei Ferrari & Soling, 1999). Im Vergleich dazu weist das EFP1-Protein die
Domanenstruktur a-b-x-a’-LZ auf. Die Thioredoxindoméne a (THX;) ist im EFP1-Protein
allerdings inaktiv, x stellt einen uncharakterisierten Proteinabschnitt dar und LZ symbolisiert
das Leucin-Zipper-Motiv. Eine Ubersicht der Strukturanalyse des EFP1-Proteins befindet sich
in Anhang B. Obwohl die Doméanenstruktur des EFP1-Proteins nicht vollstandig mit der
Doménenstruktur von PDI-Protein Ubereinstimmt, konnte EFP1 ein neuartiges Mitglied der
PDI-Familie darstellen. Diese Hypothese wird gestitzt durch den Befund, dass die EFP1-
Expression, genau wie die Expression vieler PDI-Mitglieder, durch die Induktion von ER-
Stress hochreguliert werden kann (Ubersicht bei Boyce & Juan, 2006). Zusammenfassend
deuten sowohl die strukturelle Homologie des EFP1-Proteins zu PDI-Proteinen wie auch die
Induktion der EFP1-Expression durch ER-Stress darauf hin, dass EFP1 in der Zelle an der
Beseitigung missgefalteter Protein im ER beteiligt ist und an der Protektion der Zelle nach
ER-Stress eine wichtige Rolle spielen konnte.

532 EFPlist ein ER-standiges Glykoprotein
Aufgrund der durchgefiihrten Experimente mit der Endoglykosidase H (EndoH) konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das EFP1-Protein in vivo durch N-Glykosylierung
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modifiziert wird. Im Prozess der N-Glykosylierung werden mannosereiche Zuckerketten an
Asparaginreste in der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr (bertragen und durch die
Glukosidasen 1 und II schrittweise prozessiert. Werden die glykosylierten Proteine
anschlieBend aus dem ER in den Golgi-Apparat transportiert, erfolgt eine Modifikation der
mannosereichen Zuckerketten durch spezifische Glukosidasen und Transferasen, so dass im
Golgi-Kompartiment hauptsachlich  komplex glykosylierte Proteinen vorliegen. Der
Vesikeltransport vom ER zum Golgi verlauft unidirektional, daher kann aufgrund des
Glykosylierungsmusters eines Proteins auf dessen subzelluldre Lokalisation geschlossen
werden (Ubersicht bei Kornfeld & Kornfeld, 1985). Da die glykosylierte EFP1-
Proteinvariante sensitiv gegenuber einer enzymatischen Behandlung mit der EndoH war und
da die EndoH nur mannosereiche Oligosaccharide, nicht aber komplexe N-Glykane von
Proteinen abspalten kann (Robbins et al., 1984), ist eine ausschlieliche Lokalisation des
EFP1-Proteins im ER wahrscheinlich. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das
ektopisch exprimierte EFP1-Protein nicht vollstandig glykosyliert ist, weil die
Glykosylierungsmaschinerie der Zelle mit den hohen Mengen von Uberexprimiertem EFP1
Uberlastet ist. Tatsachlich konnte bereits fiir das Duox-Protein, einem Interaktionspartner des
humanen EFP1-Proteins, gezeigt werden, dass das (berexprimierte Duox-Protein nicht
vollstandig glykosyliert wird und aufgrund der unvollstandigen posttranslationalen
Modifikation nicht funktionell ist (Ameziane-El-Hassani et al., 2005). Wie in
Proteinsequenzanalysen gezeigt werden konnte, besitzt das EFP1-Protein mehrere potentielle
N-Glykosylierungsstellen (Diplomarbeit Koplin, 2004). Um die N-Glykosylierungsstellen
von EFP1 zu identifizieren, wurden die hoch konservierten Asparaginreste Asnygs und Asnags
im EFP1-Protein durch ortsspezifische Mutagenese in die AS Serin ausgetauscht, und so die
Mutanten EFP1-A295S und EFP1-A443S generiert. Durch die Behandlung der EFP1-
Mutanten EFP1-A295S und EFP1-A443S mit der EndoH konnte gezeigt werden, dass beide
AS im EFP1-Protein, Ashygs und Asnggs, durch N-Glykosylierung in vivo modifiziert werden.
Weitere N-Glykosylierungsstellen im EFP1-Protein konnten anhand des Experiments jedoch
nicht ausgeschlossen werden.

Sequenzanalysen haben gezeigt, dass das EFP1-Protein kein fiir ER-Proteine typisches
KDEL-Retentionssignal (Pelham, 1988) beinhaltet (Diplomarbeit Koplin, 2004).
Maoglicherweise besitzt das EFP1-Protein jedoch ein alternatives ER-Retentionssignal, das
bisher nicht identifiziert werden konnte. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde eine
Proteinstrukturanalyse mit dem Programm PSORT Il (Nakai & Horton, 1999) durchgefuhrt.
Mit Hilfe dieses Programms konnte eine potentielle Transmembrandoméne fur das EFP1-

Protein identifiziert werden, die die AS 60-76 umfasst und die sich innerhalb der ER-
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Signalsequenz befindet (siehe Anhang B). Zahlreiche Studien belegen, dass ER-stdndige
Transmembranproteine kein KDEL-Motiv, sondern variable ER-Retentionsmotive wie zum
Beispiel das C-terminal gelegene KKXX-Motiv (Jackson et al., 1990), das N-terminale
XXRR-Motiv (Schutze et al., 1994) oder die AS-Folge CVLF (Zarei et al., 2004) beinhalten.
Im EFP1-Protein konnte jedoch keines dieser ER-Retentionsmotive identifiziert werden.
Dartiber hinaus ist beschrieben worden, dass das Vorhandensein einer N-terminal gelegenen
Transmembrandomane Proteine im ER zuriickhalten und eine Translokation in den Golgi-
Apparat verhindern kann (Murakami et al., 1994). Um zu Uberpriifen, ob die potentielle
Transmembrandoméne von EFP1 fir die Retention des EFP1-Proteins im ER zusténdig ist,
kdnnte die potentielle Transmembrandoméne von EFP1 mit einem sonst sekretorischen
Protein fusioniert und anschlieBend die subzelluldre Lokalisation des Fusionsproteins

untersucht werden.

5.3.3 Charakteriserungder Interaktion von Par-4 und EFP1

In den bisher durchgefiihrten Studien konnte die Interaktion zwischen Par-4 und EFP1 in vivo
durch Ko-Immunprézipitationsanalysen bestatigen werden (Diplomarbeit Koplin, 2004).
Allerdings konnte keine Kolokalisation von EFP1 und Par-4 in Sdugerzellen, selbst nach der
Induktion von ER-Stress oder nach der Induktion der Apoptose, beobachtet werden.
Vorstellbar ist, dass nur eine Subfraktion von EFP1 und Par-4 in der Zelle interagieren oder
dass die Interaktion zwischen den beiden Proteinen nur transient stattfindet und dass die
Kolokalisation der Proteine in fluoreszenzmikroskopischen Analysen daher nur schwer
nachweisbar ist. Ob es einen physiologischen Stimulus gibt, der zur detektierbaren
Kolokalisation von Par-4 und EFP1 flhrt, bleibt zu klaren, da bisher ein solcher Stimulus
nicht identifiziert werden konnte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dennoch gezeigt werden,
dass die Koexpression von Par-4 und EFP1 zu einer signifikanten Erhohung der Par-4-
vermittelten Apoptose in Hamster-Fibroblasten fiihrt. Des Weiteren konnte verdeutlicht
werden, dass ein funktionelles katalytisches Zentrum in der zweiten Thioredoxindomane
(THX3) des EFP1-Proteins fur den Effekt, den koexprimiertes EFP1 auf die Par-4-induzierte
Apoptose austibt, essentiell ist. Wie bereits diskutiert, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
das ektopisch exprimierte EFP1-Protein aufgrund unzureichender posttranslationaler
Modifikation nicht voll funktionsfahig ist. Daher wére es mdglich, dass das endogene EFP1-
Protein eine stérkere Induktion der Par-4-vermittelten Apotose bewirken kann. Die Steigerung
der Apoptoserate durch die Koexpression von Par-4 und EFP1 wt im Vergleich zur alleinigen

Expression von Par-4 bzw. im Vergleich zur Koexpression von Par-4 und der EFP1T*-
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Mutante lassen vermuten, dass das EFP1-Protein als Regulator von Par-4 fungieren konnte
und dass die regulatorische Funktion von einem funktionellen katalytischen Zentrum in der
zweiten Thioredoxindomane (THX;) und so von der enzymatischen Reduktase-Aktivitat von
EFP1 vermittelt werden konnte. Das Par-4-Protein beinhaltet drei Cysteinreste an der Position
82, 103 und 165, die an der korrekten Faltung des Proteins durch die Ausbildung von
intramolekularen Disulfidbriicken beteiligt sein konnten. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit von EFP1 zu Mitgliedern der PDI-Familie ist es denkbar, dass EFP1 als
Chaperon bzw. Disulfid-Isomerase die Faltung des Par-4-Proteins beeinflussen und so die
Aktivitat des pro-apoptotischen Proteins kontrollieren konnte (Vetterkind et al., eingereicht).
Wie die Proteine Par-4 und EFP1 trotz unterschiedlicher Lokalisation in der Zelle interagieren
kdnnten, bleibt zu untersuchen. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass viele Mitglieder
der PDI-Familie nicht ausschliellich im ER, sondern auch im Zellkern, im Zytosol, auf der
Zelloberflache oder im Extrazellularraum detektiert werden konnen (Ubersicht bei Turano et
al., 2002). Auch das ER-Protein BiP/GRP78 kann im Verlauf des unfolded protein response
(UPR)-Signalweges vom ER zu den Mitochondrien translozieren (Sun et al., 2006). Deshalb
ist es nicht ausgeschlossen, dass das EFP1-Protein, obwohl es bisher nur im ER detektiert
werden konnte, auch im Zytosol der Zelle lokalisiert sein und dort mit dem Par-4-Protein
interagieren konnte. Ob nun moglicherweise eine kleine Fraktion des EFP1-Proteins standig
aullerhalb des ERs lokalisiert ist oder ob eine potentielle Relokalisation von EFP1 aus dem
ER nach einem bestimmten Stimulus stattfindet, bleibt durch weitere experimentelle Studien

zu klaren.

5.34 Hypothetische Funktion von EFP1 und Par-4 bel ER-Stress

Die Induktion von ER-Stress und die dadurch induzierte Apoptose spielen in vielen
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit (Ubersicht bei Katayama et
al., 2004) und der Parkinson-Krankheit (Ubersicht bei Takahashi et al., 2003) eine
bedeutende Rolle. Interessant ist, dass das pro-apoptotische Protein Par-4 eine wichtige
Funktion bei der ER-Stress induzierten Apoptose in der Alzheimer-Krankheit ausibt
(Ubersicht bei Mattson et al., 2001). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine
deregulierte Par-4-Expression mit neurodegenerativen Krankheiten, so zum Beispiel mit der
Amyotrophischen Lateralsklerose (ALS, Xie et al., 2005; Pedersen et al., 2000), mit dem
Ischdmischen Tod von Nervenzellen (Culmsee et al., 2001), aber auch mit der Parkinson-
Krankheit (Duan et al., 1999) und mit der Alzheimer-Krankheit (Guo et al., 1998; Xie & Guo,

2005) in Verbindung gebracht wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass



DISKUSSION 139

sowohl die Par-4-Expression wie auch die EFP1-Expression nach der Induktion von ER-
Stress hochreguliert werden kénnen und dass die Koexpression von EFP1 und Par-4 zu einer
verstarkten Par-4-induzierten Apoptose fihrt. Aus der in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse lasst sich ein hypothetisches Modell fiir die Funktion von EFP1 und Par-4 in der
ER-Stress induzierten Apoptose herleiten: Nach der Auslésung von ER-Stress, zum Beispiel
durch die Akkumulation missgefalteter Proteine im ER-Lumen, kann die EFP1-Expression
induziert werden. Das EFP1-Protein kann nun zusammen mit anderen ER-Chaperonen zur
Beseitigung der missgefalteten Proteine beitragen. Dauert der durch die akkumulierten
Proteine ausgeltste ER-Stress weiter an und kann die Integritdt des ERs nicht wieder
hergestellt werden, fihrt dies zur Storung der Ca**-Homdostase in der Zelle, wodurch die
Par-4-Expression induziert wird. In der Gegenwart von erhéhten Par-4-Proteinmengen kénnte
EFP1 als Aktivator des Par-4-Proteins fungieren, indem es die Faltung des neu gebildeten
Par-4-Proteins unterstiitzt, wodurch das aktivierte Par-4 die Apoptose einleiten kann. Der
genaue Mechanismus des Par-4/EFP1-vermittelten Signalwegs bleibt jedoch noch zu

untersuchen.

54  AUSBLICK

Das Par-4-Protein kann nach Uberexpression normale Zellen fiir apoptotische Stimuli
sensitivieren oder in den meisten Tumorzellen direkt zur Induktion der Apoptose flhren. In
Ratten-Fibroblasten ist Par-4 zusammen mit der DIk in der Lage, direkt die Apoptose zu
induzieren. Dabei spielt die Aktin-Assoziation von Par-4, die Rekrutierung der DIk aus dem
Zellkern an die Aktinfilamente und die fir die Kontraktion des Aktomyosin-Systems
verantwortliche Phosphorylierung der leichten Kette von Myosin Il (MLC) an der AS Serinjg
eine entscheidende Rolle. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse deuten auf eine
Beteiligung der Par-4/Dlk-induzierten MLC-Phosphorylierung in der ER-Stress-vermittelten
Apoptose hin. Da bekannt ist, dass viele neurodegenerative Erkrankungen mit ER-Stress-
vermittelter Apoptose in direktem Zusammenhang stehen und dass die Par-4-induzierte
Apoptose in neurodegenerativen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, sollten weitere
Studien kléren, inwieweit das Zytoskelett bei der Par-4-vermittelten, ER-Stress induzierten
neuronalen Apoptose eine Rolle spielt. In diesen Kontext scheint auch der neue Par-4-
Interaktionspartner EFP1 involviert zu sein. Als ER-stdndiges Glykoprotein mit Struktur-
homologien zu PDI-Proteinen konnte EFP1 an der Beseitigung von ER-Stress beteiligt sein,
wobei diese Theorie durch die Hochregulation der EFP1-Expression nach ER-Stress gestiitzt

wird. In Koexpressionsstudien ist EFP1 in der Lage, die Par-4-induzierte Apoptose in
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Hamster-Fibroblasten signifikant zu steigern. Da auch die endogene Par-4-Expression nach
Induktion von ER-Stress induziert werden kann, kann eine essentielle Funktion fir EFP1 und
Par-4 in der ER-Stress-vermittelten Apoptose vermutet werden. Das EFP1-Protein kénnte
eine Verbindung zwischen ER-Stress und Par-4-vermittelter Apoptose darstellen, indem EFP1
als Chaperon zundchst bei der Wiederherstellung der ER-Integritdt mitwirkt und nach
anhaltendem ER-Stress das Par-4-Protein aktiviert. Weitere Studien auf diesem Gebiet
kdnnten zur Entwicklung neuer Therapieansatze bei der Behandlung von neurodegenerativen
Erkrankungen beitragen, in denen die Par-4-vermittelte Apoptose eine Rolle spielt.

Mit Hilfe von methylierungsspezifischen Analysen konnte deutlich gezeigt werden, dass die
Stillegung des amida/tfpt-Gens in primarem Glioblastomgewebe auf Promotor-
Hypermethylierung beruht. Da Amida/TFPT im Gehirn einen hohen Expressionsstatus
aufweist, lasst sich eine essentielle Funktion fir das Amida/TFPT-Protein bei der
Aufrechterhaltung der Integritdt dieses Gewebes vermuten. Ob der Verlust des pro-
apoptotischen Amida/TFPT-Proteins eine Begleiterscheinung der Transformation von
Gliomzellen ist, oder ob die Verringerung der Amida/TFPT-Expression selbst eine Strategie
darstellen konnte, die den Tumorzellen einen Wachstumsvorteil verschafft, miissen weitere
Untersuchungen kléaren. Ausgeweitete Studien zur Involvierung einer epigenetisch bedingten
Stillegung des amida/tfpt-Gens in anderen Tumorentitdten stellen sicherlich interessante
zukinftige Forschungsgebiete dar. Es sollten dabei besonders Leuk&dmie-Erkrankungen im
Mittelpunkt stehen, da ein Funktionsverlust von Amida/TFPT durch die Fusion mit dem
Transkriptionspartner E2A hier bereits nachgewiesen werden konnte und man deshalb
annehmen kann, dass ein Verlust der Amida/TFPT-Expression, ausgelést durch Promotor-
Hypermethylierung, ebenfalls zur Tumorgenese dieser Zellen fihren kann. Fir die
Entwicklung neuer Therapieansatze zur Krebsbekampfung sollte darlber hinaus der
Mechanismus der Amida/TFPT-induzierten Apoptose weiter aufgeklart und die Involvierung
von Par-4 und DIK/ZIPK in diesem Kontext untersucht werden. Die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die DIk/ZIPK-Expression in den
untersuchten Tumorzellinien und Gliomgeweben hingegen nicht durch Promotor-
Hypermethylierung epigenetisch stillgelegt ist. Auch fir die Par-4-Expression konnte in fast
allen Tumorzellinien sowie in den untersuchten Gliom- und Prostatakarzinom- und
Mammakarzinomgeweben eine Inhibition durch Promotor-Hypermethylierung ausge-
schlossen werden. Aufgrund der durchgefiihrten 5-Aza-2’-deoxycytidin-Versuche mit den
Tumorzellinien des zentralen Nervensystems l&sst sich jedoch eine indirekte Regulation der
Par-4- und DIK/ZIPK-Expression durch DNA-Methylierung oder andere epigenetische
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Modifikationen vermuten. Weitere experimentelle Studien sollten deshalb die Frage klaren,
ob die Regulation der par-4- bzw. dIk/zipk-Genexpression durch die methylierungsspezifische
Stillegung von Genen ausgeldst wird, deren Genprodukte fur die Expression von Par-4 und
DIk/ZIPK benotigt werden oder ob zum Beispiel eine veranderte Histonmodifikation im
Promotorbereich der par-4- und zipk-Gene eine Rolle bei der Stillegung der Genexpression
spielen konnte. Da keine Deregulation des Par-4-Proteins in den untersuchten Gliomgeweben
detektiert werden konnte, sollte die Expression der dominant-negativen Par-4-Isoform
Par-4/p33 in diesen Gliomproben sowie in Kontrollgewebe untersucht werden.
Maoglicherweise hat die Inhibition der Par-4-Expression in neuronalem Gewebe keine so
wichtige Funktion bei der Tumorgenese, daflr aber die Inhibition des Par-4 wt-Proteins durch

die Uberexpression der Par-4/p33-Isoform.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Methoden etabliert, mit denen die endogene Par-4-
Expression entweder herauf- oder herunterreguliert werden kann. Es wurde gezeigt, dass die
Induktion der endogenen Par-4-Expression durch die ER-Stress auslosenden Reagenzien
lonomycin, Thapsigargin und Tunicamycin in N2A- und NIH-3T3-Zellen ebenso wie die
ektopische Koexpression von Par-4 und DIk in REF52.2-Zellen zu einer verstarkten MLC-
Phosphorylierung an der AS Serin;g flihrt. Eine siRNA-vermittelte Inhibition der Par-4-
Expression kann die durch lonomycin und Thapsigargin ausgeloste MLC-Phosphorylierung
blockieren. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Induktion der Par-4-Expression durch
Thapsigargin zu einer Aktivierung der Caspase-3 in N2A-Zellen fiihrt und dass die Inhibition
von Par-4 die Apoptose-Induktion nach der Auslésung von ER-Stress in N2A- und in HelLa-
Zellen blockieren kann. Die neue Par-4-1soform Par-4/p33 aus embryonalen Stammzellen der
Maus wurde als dominant-negative Par-4-Mutante in der Par-4/Dlk-vermittelten Apoptose
identifiziert, wobei der Wirkmechanismus nicht aufgeklart wurde.

Anhand methylierungsspezifischer Promotoranalysen von Par-4 und seinen Interaktions-
partnern DIK/ZIPK und Amida/TFPT wurde gezeigt, dass der TFPT-Promotor sowohl in
mehreren  Tumorzellinien wie auch in primdrem Gliomgewebe einen hohen
Methylierungsgrad aufweist. Die DNA-Hypermethylierung Kkorrelierte in  primdrem
Glioblastomgewebe mit einer verringerten TFPT-Transkription, was eine epigenetische
Stillegung des tfpt-Gens in diesen Tumoren vermuten lasst. Die Promotoranalysen des par-4-
Gens zeigten, dass der Par-4-Promotor nur in den Gliom-Zellinien U251-MG und U373-MG
hypermethyliert ist. In allen anderen untersuchten Tumorzellinien sowie in primarem Gliom-,
Prostatakarzinom- und Mammakarzinomgewebe wurde keine bzw. nur eine schwache Par-4-
Promotor-Hypermethylierung nachgewiesen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die zpk-
Genexpression in allen untersuchten Tumorzellinien und in primarem Gliomgewebe nicht
durch  Promotor-Hypermethylierung  stillgelegt wird. Studien mit dem DNA-
Demethylierungsreagenz 5-Aza-2 -deoxycitidin deuten jedoch darauf hin, dass sowohl das
par-4- wie auch das zipk-Gen in den untersuchten Tumorzellinien indirekt durch DNA-
Methylierung oder andere epigenetische Modifikationen reguliert werden konnte.

Das in unserer Arbeitsgruppe als Interaktionspartner von Par-4 isolierte, Thioredoxin-&dhnliche
EFP1-Protein wurde als ER-standiges Glykoprotein identifiziert. Die Hochregulation auf
MRNA-Ebene nach Induktion von ER-Stress sowie die strukturellen Homologien zu
Mitgliedern der PDI-Familie weisen dem EFP1-Protein eine Funktion bei der Protektion der
Zelle vor ER-Stress zu. Obwohl keine Kolokalisation der Proteine EFP1 und Par-4 in CHO-
Zellen beobachtet werden kann, flhrt die Koexpression von EFP1 und Par-4 in diesen Zellen,
unabhéngig von einer zusatzlichen Induktion von ER-Stress, zu einer signifikanten Steigerung
der Par-4-vermittelten Apoptose. Mdglicherweise agiert das EFP1-Protein als Vermittler
zwischen ER-Stress und Par-4-induzierter Apoptose.
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PROMOTOR-STRUKTUR VON PAR-4

Dargestellt ist die humane Promotor-Sequenz von Par-4 (Zugangsnummer NM_002583) mit
Exon 1 und 2 (GrofRbuchstaben) bis zum ATG. Die CpG-Dinukleotide sind zur besseren
Ubersicht unterstrichen und fett markiert. Die fur die Methylierungsanalysen verwendeten

Oligonukleotide sind in der Sequenz eingezeichnet.
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Abb. 37: CpG-Inseln des humanen Par-4-Promotors. Die unten abgebildete DNA-Sequenz wurde mit Hilfe
des EMBOSS CpGPlot Programms (Rice et al., 2000) auf mégliche CpG-Inseln untersucht. Im Diagramm sind
die Sequenzbereiche als CpG-Inseln dargestellt, die Uber eine Lange von mindestens 200 bp einen GC-Gehalt
von mindestens 50 % sowie ein Verhdltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs von > 0,6 aufweisen.
Bereich 1 erstreckt sich von -1597 bis -1822 bp, Bereich 2 von -4465 bis -5662 bp.

cattccaacacctacttaacaggaattccagaaggcaggaacagagaaagtagaaggaaagtcttataaaagaaa

gagaataggccaggcacggtggctcacgcctctaatcccagcattttgggaggctgaggcaggtggatcatgagg

tcaggagttcaagaccaacctgaccaacatggtgaagccccgtctctactaaaaatacaaaaattaaccaggegt

gtgtgcctgtaatcccagctactcaggaggctgaggcaggagaatcgcttgaacccgaaaggtgaaggttgetgt

gagcctagatcaggccactgcactctgacctgggcgacagagcgagactccatgtcaaagaaaaagaaagaggat

aagaaaatttcctaactggaaggcagatagctgattaaaagggtccactgactgcataacataataatgataaaa

gaccaaatcagagcatatcttcaagatatttcagaggatctaagtaagaagatccaaaaattttgagacagaaaa

tacaatgcaatcagaatgccactggtcttctaaacagcaactctggaaactagatgataataaagcaatgccttc

aaaattatgaaggaaaatgctttctaacctagagttctatgctccaccaaactattaatcaagtatgaagataaa

tttaaaacattttccaatatgcaaggtctctaagaatgagttatactatcttcagaatatactgaggatatactc

tgctaaaatgaaggggagaaacaaaaagagaaaagtatgcaattcaggaaacaagaagtctacagagaaaatgat
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tctcaaggtgttagaggagcataatcccaggatgaccacaagcaacgagccttaaaatcagtccagattaggeca

ggtgcggtggctcacacctgtaatcccagcactttgggaggccaaagcaggctggttgectgagctcagaagttc

gagaccagtctgggcaacatggtgaaacccccgtctctactaaaatacaaaaaattagctgggcgtggtggcatg

tgcctgtattcccagctactctggaggctgatgcaggagaattgcttgaacccaggaggcggaggttgcagtgag

ccaagactgcgccactgcactacagcctcaccaacagagcgagactccgtctccaaacaaacaaacaaaatcaat

ccatattaaagcaggggatggagggctccagaacagatgtttccaaaaagagaatagaactgatagcttacccaa

tgtgattaacgtcattgagaggaggaaaatttgagtatatacttgtgactggtatataaaaaaataagccgatga

ttaaagaaaaaaaaagaggcaagttttaactgcagaaaaatggtaaagacaaaaggtatagttgtgcaacaagga

aaaacagttgtaaaaaaaaagaaatgcaatcatatacaccacatgactcagctatgaacagtatttgtatagtca

taatactacgggcgtgtaggagtatgaaaagtatatgtgtggccgggcatggtggctcatgectgtaatcccaga

actttgggaggccgaggcgggtggatcacgaggtcaggagatcgagatcatcctggctaacacagtgaaaccccy

tctctactaaaaatgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaattagccgggcegtggtggcagccacctgtagtce

ccagctactcaggaggctgaggcaggagaatggcgtgaacccgggaggcggagcettgcagtgageccgagatcgeg

ccactgcactccagcctgggagacagagcgagactccatctcaaaaaaaaagaaaaaaaaaagaaaaagaaaaga

aaagtatatgtgttattagtgtattagagctaaatcctcttctatatctaaaaatggaaaaatcaagatgtacaa

tagcagatatgcacataaaaaataaatatgaagatctctattaatggaaacagttaaaaagttcaaagttttggg

tagggttttcagaatggataaggtagagaggggattgctgttttttgttataatccttgtagaactaaagtatgt

aatttttttatcctatgcacatataatattttgatgttagaggatgaattgcatatgttccagaaatacctgcat

tgaaggcaaaatggctacttcccaatacactagctatccatacatataataatacacttcctcaaaatcattaag

actaacatctaggtttcactctgacatatttaaatgaatctgtttttgtcagcattatcatcatatttcatttta

ttattaagggcaagtgagtcgctaaaaattggttattttaggctaactcagaggtgctcaaccggggaagaattt
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tatcccagggaccatgtggcaatgtcacaatacaggtgggggtttcttattggtatctaataggtagaagccaac

gatgctgctaaacaacctacaatgggcaggacagcaaagaattatccagccccaaatgtaacagtgctgaggttg

agaaaccaagctccaagtctttgaggattatttcatcagaacgctatacataaagattgatgatatgcaaacatc

ttgcaatttaggactgactcagctaaatacctcggtgcaatgttggaagcagtctggctgtgaaatatatcttcg

ggaatattgagaatggtaaagacaaaaggtataataaatgataataataacaaaacacagagctttgtacctcaa

taatctctttcatccatggttcctagggcactttatagactaataatacctactctggtactcacataccacctt

ttatctaaggactgcaggcactttcacaacactctcacgatgcaggaagtattattatccccattttatatgtaa

gtaaacagaggcacaaaagttaagcaacttgcccaaagccacacaagtcagtagcagccaaaattcctgactcag

aacctattaacactaagagaactggtctaagccatgcagtgataaatttatgtggggtgttatcctagttcattc

aaagtctatcgtttttaggctgatattgtatattcaataccccatctgttataatttcctcttctcccatacact

tcttagagaccaaggactttaagcccctagaagggactatgtttactgagtgccttcctcgaatcaagcacattt

tatgtgcagtgtcagttcttaagacagcttaaatataatgtaattgggaggctgagagcaggagaattgcttgaa

ctcaggaggcggaggttgcagtgagctgagatcccgeccactgcactccagcctggecgacagagcgagactcecgec

tcaaaaaaaaaaaaaatgtaatttttgctgattttatagtacagaaagctgagtaccagataatgtaaacatgcc

caagatctctcagctagctgactataccctctttccactatatcctgcagcccttccaggagaaaagtcctetga

taagttacaaagcatatgaatgtgaatacgtttaatgtcccagcctcccttactctccttaaaactcagaaaaca

aactaatgaatatgtaattgagaaacttcaggtggcacactggggttggtactagcttaggtaaacagccgctca

gccttttagacctattcccaacaaaagcttttaattttctaaggatttttccagagctctcgecatacgtttcce

acaacagccagaccaaagaccaaaactgtctttccctgagaaatatagagcatgtgaatcactttcttctgttce

cagttctgtggcaggcaaacactgattgctcactcatcatgtgctacctgggcaaaacaggaatattaagtagga

agaaaggtttatgttaggtaagagcgtgacttagggctctcctacttttttacaaaatggagacctggcatttgt
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-1791  agcctcccacaatgatgtgccctgacattacttggatatagaaaggtcagtcttaggtgcgtcagtgacagecca
-1716  ccccgetctgatccagaaatttcagatgacttgcatcagaggataagectctggcatgttaataatgaaaaaata
-1641  gagacaatcactgccccagctcatctcaaattagcatcagtgcagcgttagtactttggtagggagetttgctge
-1566  taaattcattctctgtaaagaggagaggcagagacagggttaaggggaaaactccaagactggaatcgccaatac
-1491  aataaactgtcgaactgagttttttctcccgcaaccctaagatactagtaagtccttecctcttagecaacccttt
-1416  tcaccagggcaccgcagttttcttagaaggagggtgctgggtttgtctcaggtectttctattctectgeccgety
-1341  ccctagtacatctgaaaagggagcagcgactaggaaaagagacacgtgggtattttcccatcctgtctagtcatt

Par4-bs-f1
1266 ccctgaatcatcacaagttatcgcacttttccccttagccagcagecgttcgagactttctctcaaataatacggt

Par4-bs-f1-M13

-1191  cttgtacttaaaaggaagagtggtgggagaagagagaggcggagaagacaagcaagaagggcgtggagtgecgtt

-1116  cccgcceccggagtcggaggcgccgggaggccggacgccgcgaagctgctagecccaggaatgtgecgtctaactcg
Par4-bs-ri

-1041 CaggCCgngggggagCgCggggggCgCgCtgtggtCtggggggggaggggggcagaggagggctggggc?gggc
Par4-bs-r1-M13

-966  aggctgcagcggcgggccggacgcgacgcecgcgcacctgagegecgggggcggggcgtcageggecacgaccctt
—

891  cccaccgcgegecgegeccctegegegecgecteggecttttecgetegtgetteggegecgeteggeteectte

-816 ccgceccctggetecctecectecectecctecctecttetteteectecctcCTGTCCTGGGATTGCCTGGAGCTCC

-741 GCACCGCGAGTTTGCCGCGGCACTTTCCGCGCGGCGGAAGAGCGCGCGCCAGCTTCGGCACACCTGGGAGCCGGA

-666 TCCCAGCCCTACGCCTCGTCCCCTACAAGCTCCTCCAAGgtaaggcgctcgctcacacccggtecctttccacgct

-591 cggcgggacagctgggtccccgectectetgcgaaccggctaggagectecgegectegecttgggagtggggttg

516 tagctgacggggacctcggaccggeggtggctagagcgeggageaggegatacgacgagecgacaggtggegggt

-441 ctagccctagtatctcgaccgccgecggegeggaccttggtggggatggggegggcgggecgacttgggggtggg

-366 gtcagtcctctctccteccttctaggggcggcgatcgteggggtecgtactgtaggtgecgtgggagaaactttge

-291 agggtggggacccggeggctgctggecggtagtgactggtgggcgcgetegaggactccaaggggcgcageccgg
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gggcagacccttgggtcgggcggggatcttacgcttcccttacccgecccecttttgtctttcacctcagCCCCGC
CGGCTGCTGTGGGAGCGGCGGCCGTCCCTCTCCTGGAGGTCGTCTCCTGGCATCCTCGGGGCCGCAGGAAGGAAG

AGGAGGCAGCGGCCGGAGCCCTGGTGGGCGGCCTGAGGTGAGAGCCCGACCGGCCCCTTTGGGAATATG

PROMOTOR-STRUKTUR DER ZIPK

Dargestellt ist die humane Promotor-Sequenz der ZIPK (Zugangsnummer AB022341) mit
Exon 1 (GroRbuchstaben) bis zum ATG. CpG-Dinukleotide sind zur besseren Ubersicht
unterstrichen und fett markiert. Die flir die Methylierungsanalysen verwendeten

Oligonukleotide sind in der Sequenz eingezeichnet.
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Abb. 38: CpG-Inseln des humanen ZIPK-Promotors. Die unten abgebildete DNA-Sequenz wurde mit Hilfe
des EMBOSS CpGPlot Programms (Rice et al., 2000) auf mégliche CpG-Inseln untersucht. Im Diagramm sind
die Sequenzbereiche als CpG-Inseln dargestellt, die Uber eine Lange von mindestens 200 bp einen GC-Gehalt
von mindestens 50 % sowie ein Verhdltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs von > 0,6 aufweisen.
Bereich 1 erstreckt sich von -4545 bis -4283 bp, Bereich 2 von -2564 bis -2099 bp, Bereich 3 von -1702 bis -710
bp.

gaagtagggctgtggggttctcggcaaaggcgggggcagctctggecctgecattgtcaaggccaagectcagetg
aggttttgcccacatgtaggtatgcctgaggtttggtttggetgtegeatttgaattggggetgtaactgacget
gtttccagcagtcagggtaacggattactgtgtttcgagaatctcactctatcgcccaggatggagtgcagtgtt
gtgatcttggctcactatagcctctgccteccggattcaagtgctcaagcaattecttgtgcttcagecteeccgagt
agctggaattacaggcgcctatcaccaggtctgtgtaatttttgtatatttaggtgagatggggtttcaccatgt
tggccaggctggtctcaagctcgaccgtaagagatcagcccgectcagecteccaaagtgectggggttacaggty

tgagccaccataccgggtcctattcttttttagtagtgcaaacgttaagatggtatgtggaagctgaattttttt
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ttttttttgagacagtctttgctctgtcacccaggctggagtgcagtggctcaatcttggctcactgcaagetec

gcctcccgggttcacgeccattctectgectcagectecccgagtagecgggactacaggcgeccgecaccatgece

ggctaattttttgtatttattagtagagacagggtttcaccgtgttagccaggatagtctcgatctcctgacctc

gtgatccacccgcctcggectcccaaagtgctgggaattataggcgtgageccactgtgectgacctaatttttact

ttttttgtagtaatggggtctcactatgttgctcaggctggtcteccttcccgggctcaagcgatecttctgecte

agcctcccaaagtgctgggatttcaggtgtgagcgccaatagcttagaaaactatttgtttttctaaatagtgec

taagatgtgaggaggcctaatcttgtcagtgctgataaggttaacatgatcattttccgecttttactctgtect

caggaaggcaggtggggactgtgaagtagggctgtggggttctcggcaaaggcgggggcagctctggecctgeat

tgtcaaggccaagcctcagctgaggttttgcccacatgtaggtatgecctgaggtttggtttggetgtcgeattty

aattggggctgtaactgacgctgtttccagcagtcagggtaacggattactgtgtttcgagaatctcactctatc

gcccaggatggagtgcagtgttgtgatcttggctcactatagcctctgectecggattcaagtgctcaagcaatt

cttgtgcttcagcctcccgagtagctggaattacaggcgectatcaccaggtctgtgtaatttttgtatatttag

gtgagatggggtttcaccatgttggccaggctggtctcaagctcgaccgtaagagatcagcccgectcagectee

caaagtgctggggttacaggtgtgagccaccataccgggtcctattcttttttagtagtgcaaacgttaagatgg

tatgtggaagctgaatttttttttttttttgagacagtctttgctctgtcacccaggctggagtgcagtggctca

atcttggctcactgcaagctccgecctcecccgggttcacgeccattctectgectcagecteccgagtagecgggact

acaggcacccgccaccatgcccggctaattttttgtatttattagtagagacagggtttcaccgtgttagccagg

atggtcttgatgtcctgacttcgtgatctgcccaccgtggecctcccaaaatgctggaattacaggegttagecac

catgccctgccacttttttttctttgagatggagtctccctecgtcacccaggctgtagtatagtggcatgatet

cggctcgctgcaacctccacctcctgggttcaagcaattctecctgecgctagecteeccgagtagetgggattacag

gcatgtgccaccaggcctggctaacttttgtatttttagtagagacagggtttcaccatgttgagcaggctggte
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ttgaactcctacttcaagtgacctgcccgecttggetgecccaagetgttgggattacgggcgtgageccaccacac

ctggccaacccattgtacgttgaaaatgtaaataaaaaatataaaggccggcttgtggctcacgtctgtaatcge

agcactttgagaggccgaggccggcggatcacagatattgagaccatcctggccaacatggtgaaaccctgegtce

tactaaaaatacaaaaatcagctgggagtggtggcgtgcacctgtagtcccagctactcgggaggctgaggcagg

agaatcgcttgaacccaggaggcagagattgcagtgagcccagatctcaccactgcgttccagectggacgatag

aaggagactgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaggctgggcaaggtggctcatgcctgtaattcctgeca

ctttgggaggccgaggcgggcggatcaggaggtcaggagatcgagaccatcctggctaacacggtgaaaccctgt

ctctactaataaatacaaaaaattagctgggcgtggtgacgggcgcctgtagtcccagctattcgggaggetgag

gcaggagaatggcgtgaacctgggaggtggagcttgcagtgagccgagattgtgccagtgtactccagectgggt

gacagagcgagactccgtctcaaaataataataaaaaatgaatttaggccgggcgcaatggctcacgecctgtaat

ctcagcactttggaaagctgaggtgccggatcacctgagcttaggagttcgagaccagecctgggcaacatggtga

aaccccgtctctactaaaaatacaaaaattagccgggcgtggtgatgggcacctgtaatcccagctacttgggag

gctgaggcacgagaatcgtttgaacccgggaggtggaggttgcagtgagctggataccgecgectgcactecctgece

tgggtgacagagtgagaccctgtctcaaaaaataaaattaaaaaaaaaacaaacctgatacctcccagtgttgtc

agttggcacatactatgtctcaataaaatgcttgctgttaccctctattttgagacgaagagggaccctgtgtat

gacaaccccagattgacctcatttgcattttaagtatttagaatgtgggtaacagttttcagtggaggaaactge

ZIPK-bs-f3
cacatagggactaaagcagtcccagggtccactccaggagctgccaggcgegetcggccacaggtgagccateca

ttcgcccaaccggtgctccaggaaggcaggaagcgggatgcagggcttcagectecacttctcgecagettcageac

ctgggtcagaggagaggcgggcggggcgatgaagggaccggaagtcggecttttttccgtecgettgaccagegt

cgactgcagccaatgaaatcagggatggcgagtgttcagccagtggtgaggctgcatccgggtgtgggtgecgaa
ZIPK-bs-r3b
aaggcagctgggggcgggacgtcgaggtgcggcacgagcggcgggcgcaccggccaataggcggeggggttegtt




-1418

-1343

-1268

-1193

-1118

-1043

-968

-893

-818

=743

-668

-593

-518

-443

-368

-293

-218

-143

-68

ANHANG A 167

tcccgggggtgggcactggegggtgcggtgacgteggegecaggcgegtegeggeggcaggggcgcggggettctg

gaggcggcggcggtggccagcgcggeggcgccggecgtattecteccgggctgcggagggtaaagagecgggetcggg
huzZIP-bs-f
ccgaggctggagggctgggtggggccagagcggcegcettcgggggcccgcggaggacgagggagggagagaatctg

aggagctggtaggtttggggacccatctgggtgaccgggccggggaaagggctcggecgggegtgcegaggggegt

agcggccccagggatgctggagcggagccttagggatgggcaaggccttgggggcggggggaggttctgcaaagg
huZIP-bs-r

gagccactggggtctgcctaggggettgtgcggagattgecgggcgagaaggggcagaggacggtggaggagacte

agatggggccctttttggcggecegttttggggggtaggggagacggcggttgggggactttgatacatggageyg

tggaggaagaggttaatcttgcgaggacagtggaggtcagcgggggagggaggcaaagtgggctttcaggagegt

ggaaggcgtcgtccggttcttggaaaattcagaattggagggagtcagagatggttgggggtgggcgggggtgtt

ccatcgatgagggtcttaagagacctgccgagggcaaggaccaggaggggttaaggtagtaacttgggaattttg

atcggaatggcagcactttgggaggcctgggacgatcgecttgagecttggagttccaggctgcagtgageccatga

ttgcaccactgcactccagccagggcgacagagcgagactccttctcaaaaaacaacaacaccaacaacaaaaga

agtagacttgagaacttcgttaagacattggccagggagtaaggtagccctgggatttgaggttgaggagaacgt

gcaggaatggtgggggattttggctgagcaggttgagagaagtctaggagtgagaggcaaaaaaagacgcaggea

gcgtcggggaaatcagaattatgtgtctggagagagttttgcggggtgaaggtggecccagtggggctgttaccaa

acttttgagtggttatggggctctaagaggtgacatgacaggacccagcccagtaaacacagcacctctttttgt

cgagtttggagcttcagagtggagaggtgggaggcttgtgtttgctggacaggtctgtccattaatctaggagaa

aagggtggtgtctcagttcctcacttctgtctttccctgtcttctccaggGTTGCCATTAGGGGACTCCTGAGGT

CCTATCTCCAGGCTGCGGTGACTGCACTTTCCCTGGAGTGGAAGCTGCTGGAAGGCGGACCGGCCGCCATG
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-4888

-4813

-4738
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-4588

-4513
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PROMOTOR-STRUKTUR VON TFPT

Dargestellt ist die humane Promotor-Sequenz von TFPT (Zugangsnummer NM_013342) mit
Exon 1 (GroBbuchstaben) bis zum ATG. Die CpG-Dinukleotide sind zur besseren Ubersicht
unterstrichen und fett markiert. Die fur die Methylierungsanalysen verwendeten

Oligonukleotide sind in der Sequenz eingezeichnet.

1,2 — Y " v T v " v ’ T T b T T T ' g T T T d T T d T

0,6 F E

1 1 1 1 17

o
-5038 -4038 -3038 -2038 -1038 -38 [bp]

Abb. 39: CpG-Inseln des humanen TFPT-Promotors. Die unten abgebildete DNA-Sequenz wurde mit Hilfe
des EMBOSS CpGPlot Programms (Rice et al., 2000) auf mégliche CpG-Inseln untersucht. Im Diagramm sind
die Sequenzbereiche als CpG-Inseln dargestellt, die Uber eine Lange von mindestens 200 bp einen GC-Gehalt
von mindestens 50 % sowie ein Verhdltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs von > 0,6 aufweisen.
Bereich 1 erstreckt sich von -4088 bis -3827 bp, Bereich 2 von -1187 bis -105 bp.

ggggtctgactccatccctgagcctggectgacatcaggaaatgtcactttctgtgtcccataaccctctggagg

gagaaattccttggcctggcatctggaactctgcaggattctctcteccggatatctgaggcceccgggectgecge

tgtctttccctgggeccecttectecctttetttgectggcacatgecattcatgectctacagtccaattcagetat

cgattcttcctgacacctggggcagggtcagccagtccctectgtggctecggtgtecccagettggtaccacca

ctgatagctgtctggaacctggcctgcctcttccactagaccttgagtactttgagagcaaagacctgggegatt

caactgggtgcccaggtaaacgttaaagaaagcaagcagtgagtctcccgaaactctgccctctcactacacttce

tttccccagaaacctcctatggcettectgtcatcaacaaattccattcaagaagaatgggaaggctgggegtagt

ggctcatgcctgtaatcccagcactttgggaggccgaggtgggcggattacttgaggtcaggagttcgagactag

cctggtcaacatggtgaaaccccatctctactaaaaaatacaaaatagccaggcatggtgttgcatacctgtaat

cccagctatacataaggctgagggaggagaatcgcttgaacccgggaggtggaggttgcaatgagccaagaacac

atcactgcactccagcctgggcgacagagggagactctatctcaaggaaaaaaaaaaaagaataggaatggtaac
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aggactgccctcttaagagtgagtctgagcactcatgagataagctagtgttctctcaatttgggcatgagaaaa

ggttttaggttattttttttttttttgagacggagtcttgctctgtcgecccaggetggagtgcagtggcacgatce

tcggctcactgcaagctccgecteccaggttcacgecattctecccgectecagectectgagtagectgggactaca

ggcacccgccaccacgcctggctaattttttgtatttttagtagagacggggtgtcaccgtgttagccaggatgg

tctcgatctcctgaactcatgatccacctgcctcecgecteccaaagtgetgggattacaggcgtgagccacggeg

cccggccttaggtggttcctaaataattatatatctatttttatacagtgactttgtctttgccaaatgatacca

gttttccattcatggtagcaatttgcttccttctcagataaatttaagaaaaaaagtcctagactcaaagaatat

gttaagcaaataataggataagcggcttatagatgtggcaaaaaccctgtaaccggtcatgtgaatcagtgaagt

ctgggaaacctcaagctgagtcctatcatgatcagtaagctcagcacacaggaaggacttaagaagcatgagctt

tacaatgcaatatatatttagtggaaaagggaacgggttggggtgaaacaaaaaaaaaagaaggctctggaaaag

gctgagaaggagatatacccagccacaagcagccagggagccagggggcectggcaggagagacaggagatgggga

ggggcacagagtgggaggaagcaccttctgaagctttggcttgcttgctgatatactcctcaatcttcatcataa

tctcagcaaactgtaggaaaggagaagacagtcagaatccagcactcttcaaaaagaagcctgtatcacccectt

ctgggagattctgtctagagccccctgctaggaacacctcttgtcctcttaccatcttactatcccatagettgg

cgatggtcttgactgaatccccggaaagatccagectgtgtctectecctgcacatecctcgatecgetggetectett

cttcctccccatagettectecttectectettectgetgectettcgagatcagctaagagctcatctgecagag

acatcccgaggcctggggagggacagcagcgttccctaaaaacttgccccgacaaagtccctecttattactgag

cgatgattctcccccagaagaccctggtecttctttatcaaccccactagcatgcaggctccacgacaacaggtg

ctttagtttgttttgttcactggcgagtctccagctccgacctgtgcaagacgcagcacacccctatgaccgeca

ccttgctaagacttactggaaccaagtggtgtagattccaaatgcatttgcaaactttcttattcctttcttgec

tttagccttgaaaacatactttgaaattctttgtttccctcctttcccactagatactgtcttgecactgctggcet
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tatctatgtgcttacttagaagttccaggggctaatctttatttatttattttttaaagatggagtctggctctg

acacccaggttggagtgcagtggcgcagtcttggctcacttgcaacctccacctectgggttcaagecgattctee

tgcctcagcctcctgagtagctgggactacaggcacctgccaccatgecccagctaatttttttttttttttttty

tagagtcaaggtttcactatgtaagccaggctggtcttgaactcttgacctcaagtgagcgacccaccttggect

cccaaactgttgggattacaggcgtaagccaccgcgcctcgecgcaggggctaatcttgaaacaaactaggtatg

gaaacccagctgcaaaactccagagatcacctcaaggcgatcaatctacaacgtggccattgttgacttgacacc

agcccatgctccaggtggcccgtgactcaagacagccttcggagcaagacacacataccttgtacccagcaccac

tcctgtatgectcccattcaaagttcccctttttaageccctetecccagectaaagettgaaatggtcttctaa

agacattagcttggccatttctcatctgcgagcatttgatcagtaaagctgctttactttcaccaccccccactt

cctctgcctctgagtagcagaaacttgagttggttacattatcggtctcttcccgectecaggtetttgtacagg

agtcccttgtaactaaagtggccctttccttcactttgttttttcttttcttttcttttttttgagaccatgtct

tgctctgtcacctaggctgcagtgcagtggcgecatcatagctcacggcagecctcgatcacctgggctcaagega

ttctcccgectcagecteccgatagctgagatgacaggcacgcaccagcacgcccggctaatttttaaattttte

tgtagagacagggtctcactgtgttgctcaggctggtctcaaactcctgggctcaagcgatectttcgectggge

cacccaaagtgctgggattacaggagtgagccatggcgtctggctctectcacttcttagtagcccagcatctee

tcagccttcagctctcacgttccacctccctgacccacacgccccactctagactacaggaggttgetttgtgat

aacgtgtcccgcacgctctgcgtgtctacagtaaggcacttcacacatttgtgattaatgaagtaattatttgat

aaagcctgtctgccaggcatcaaccaaagctctaagagggtagcgaacaatttttgcteccttccacatccccagg

TFPT-bs-3f
gccacaccatggtaggcgcatattaagacttttgggtaaacaggctgtaaaaggccgggageggtggetcatgec

tgtaatcccagcactttgggaggcccaggcgggtggatcatctgaggtcaggagttggagaccagectggecaac

atagtgaaaccccgtctctactaaaaatacaaaaaactagccgggcgtggtggtgcgegectgtaatcccageta
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1063 ctcgggaggctgaggcaggagaatcgcettgaatccgggaggcggaggttgcagtgaaccgagatcgegecactge
.088 actccagcctgggcaacaagagcgaaactccgtctcagacaaaacaaacaaacaactggccaggcgeggtggatce
913 atgcctgtaatcacagcactttgggaggccgaggcgggcggatcacgagatcaggagttcgagaccagectgacce

TFPT-bs-2r
838 aacatggggaaaccccgtctctactaaaaatacaaaaattagtcaggggtggtggcgggcgecctgtaatcccage

763 tactctggaggctgaggcagaagaatcgtttgaacccgggagacggaggttgcaatgagccgagatcgegecact

-688 gctctccaacctgggcaacagaacgagactccgtctcaaaacaaacaaacaacaaaaaaacaaaaaccaagctgt

613 aaagacccgcctttttcctcacacacttcttctcccagacccaggagecccagecteccgetececcgtggtcteca

538 tcacactcacctctcctctccgcgcaccactgtttctagcgttagtcgctcaccgatgacgtctcactctcgcgce

463 cgttatagaggcaaagctactctctgattggtccccgectecgegatgttecctggecgcatttgaaacaacaacttt

.388 attagcacctggcactaggcggagagaggcggtaagccgcgaggaggaaagggactcacgtcccgectgtggaccy

313 atcctgctaagcagagaatcgctgtggccggacgacggggcgtcgagacaagaagaaagacgttggcaactcaga

238 ggactggttgcggcgttagacaagaaagcaaggcctttaagcagggattcggggtggacgtgggggtgggecgaa

163 gcgaagccggaaacaggaaactacaactcccacaaggcctagggccacgtceccgecgtecteggetgectgagect

88 gatgggacaagtagttttgcgaacggcttaacctacagattgaagaggtcGCGAAGCTCTGAGGCCCGGGGCTTCC

13 GGAGGTCGCGGAGATG
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PROTEINSEQUENZ-VERGLEICH DER EFP1-ORTHOL OGE

Dargestellt ist die Proteinsequenz von EFP1 aus verschiedenen Spezies, auller bei dem in
unserer Arbeitsgruppe isolierten und sequenzierten Klon ,,Rat-EFP1“ (Position 1) sind die
Datenbank-Zugangsnummern in Klammern angegeben. Der Vergleich der vier Sequenzen
wurde mit dem ClustalW Programm (Chenna et al., 2003) durchgefiihrt. Dabei zeigen Sterne
unter den Sequenzen identische AS, Doppelpunkte zeigen einen konservierten AS-Austausch
und einfache Punkte einen semi-konservativen AS-Austausch an. Alle folgenden AS-
Positionsangaben beziehen sich auf die Proteinsequenz ,,Rat-EFP1“: Die N-terminale ER-
Signalsequenz (AS 54-83) ist rot umrahmt, die potentielle Transmembrandomane (PSORT I1;
Nakai & Horton, 1999) ist durch blaue Buchstaben markiert (AS 60-76). Die zwei
Thioredoxindoménen (Doméne a = AS 104-207; Domane a’ = AS 659-764) sind schwarz
umrahmt und grau hinterlegt, die dritte Thioredoxin-ahnliche Domane (Doméne b = AS 218-
318) ist nur grau hinterlegt. Die vorhergesagte Sekundarstruktur (PredictProtein Computer-
programm) der Thioredoxindoménen ist tber der Proteinsequenz angegeben, dabei steht a flr
eine a-Helix- und b firr eine B-Faltblatt-Struktur. Das inaktive kalatytische Zentrum (CGQS,
AS 133-136) und das potentiell aktive katalytische Zentrum (CGFC, AS 687-690) der
Thioredoxindoménen a bzw. a’ ist schwarz hinterlegt. Die Leucin-Reste im Abstand von 7
AS, die den Leucin-Zipper ausbilden, sind ebenfalls schwarz hinterlegt (AS 834-855). Die mit
hdchster Wahrscheinlichkeit N-glykosylierten, konservierten Asparagin-Reste (Nags, Naa3)
sind durch rote Buchstaben markiert.

Rat-EFP1 MSECGGRGGGGGNNSEDAEDEGGG---PKGSGSLS--PAGAAASSEGR IRRGLRGASLUMARQRPEL] 61
Rat-EFP1(xm_220122.2) MSECGGRGGGGGNNSEDAEDEGGG---PKGSGSLS--PAGAAASSEGRIRRGLRGASUMARQRPEL 61
Mouse-EFP1(nm_029582.1)MSECGGRGGGGGNNSEDAEDEGGG---PKGSGSLS--PAGAAASLEGRIRRGLRGASUMARQRPEL 61
Human-EFP1(NP_056998) MSECGGRGGGS-SSSEDAEDEGGGGGGPAGSDCLSSSPTLATASSAGRLRRGLRGAFLMARQRPEL 61

* Khk B K- K-kk *k -

Rat-EFP1 LCGAVALGCALLFALKFTCS-—=====————————— RAKDVIIP——————— e~ 89
Rat-EFP1(xm_220122.2) LCGAVALGCALLFALKFTCRNCSHSAGCSFLTLVNYRAEAAVPPDQWLLLSVRLQGGDAGIWVVSG 127
Mouse-EFP1(nm_029582_.1)LCGAVALGCALLFALKFTCS---————————————— RAKDVIIP-— === e 89
Human-EFP1(NP_056998) LCGAVALGCALLLALKFTCS--—————————————- RAKDVIIP———— = 93
- *k - %
bbbbbb aaaaaa bbbbbb aaaaaaaaaa
Rat-EFP1 QA 146
Rat-EFP1(xm_220122.2) ETMGRVILYCFPNLHLQGRYPASNVCPGQGQLDYADHVRQDSEVVVLFFYAPWSEORIAARAEIEQA 193
Mouse-EFP1(nm_029582_.1)--—-—-————- AKPPVSFFSSRSPVLDLFQGQLDYADHVRQDSEVVVLFFYAPWEOR I AARAEIEQA 146
Human-EFP1(NP_056998) ------——- AKPPVSFFSLRSPVLDLFQGOLDYAEYVRRDSEVVLLFFYAPWeOR 1 AARAEIEQA 150
* - - - - -k - -
aaaa bbbbbbb aaaaaaa aaaaaa bbbbb aaaaaaaaaaa
Rat-EFP1 ASRLSDQVLFVAVNCWWNQGKCRKQKHFFYFPV IHLYHRSFGP IEYKGPMSAVY I EKFVRRVMKPL 212

Rat-EFP1(xm_220122.2) ASRLSDQVLFVAVNCWWNQGKCRKQKHFFYFPVIHLYHRSFGP IEYKGPMSAVY IEKFVRRVMKPL 259
Mouse-EFP1(nm_029582.1)ASRLSDQVLFVAINCWWNQGKCRKQKHFFYFPV IHLYHRSFGP IEYKGPMSAVY I EKFVRRAMKPL 212
Human-EFP1(NP_056998) ASRLSDQVLFVAINCWWNQGKCRKQKHFFYFPVI1YLYHRSFGPIEYKGPMSAVY IEKFVRRVMKPL 216

aaaaaaaa bbbbbb aaaaaaaaaaaaaaaaa bbbbb aaaaa
Rat-EFP1 LY IPSQSELLDFLSNYEPGVLGYFEFSGSPQPPGYLTFFTSALHSLKKDYLGTVRFGVITNKHLAK 278
Rat-EFP1(xm_220122.2) LYIPSQSELLDFLSNYEPGVLGYFEFSGSPQPPGYLTFFTSALHSLKKDYLGTVRFGVITNKHLAK 325
Mouse-EFP1(nm_029582.1)LYIPSQSALLDFLSSYEPGVLGYFEFSGSPQPPGYLTFFTSALHSLKKDYLGTVRFGVITDKHLAR 278
Human-EFP1(NP_056998) LYIPSQSELLDFLSNYEPGVLGYFEFSGSPQPPGYLTFFTSALHSLKKDYLGTVRFGVITNKHLAK 282
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a bbbbb bbb aaaaaaaaaa
Rat-EFP1 LVSLVHSGSVYLHRHFNTSLVFPREVMNFTAENIYKWASENQETLFRWLOPHGGKSLLLNNELKKG 344
Rat-EFP1 (xm 220122.2) LVSLVHSGSVYLHRHFNTSLVFPREVMNEFTAENIYKWASENQETLFRWLQPHGGKSLLLNNELKKG 391
Mouse-EFP1 (nm_029582.1) LVSLVHSGSVYLHRHFNTSLVFPREVMNFTAENIYKWASENQETLFRWLOQPHGGKSLLLNNELKKG 344
Human—EFPl(NP7056998) LVSLVHSGSVYLHRHFNTSLVFPREVLNYTAENICKWALENQETLFRWLRPHGGKSLLLNNELKKG 348
**************************:*:***** * k x **********:****************
Rat-EFP1 PALFLFIPFDPLAERHPLLDEITEVALEYSNCRGDQVVERLLQHLRRAEAPVFQSLAPELQAPLPD 410
Rat—EFPl(xm_220122.2) PALFLFIPFDPLAERHPLLDEITEVALEYSNCRGDQVVERLLQHLRRAEAPVFQSLAPELQAPLPD 457
Mouse-EFP1 (nm_029582.1) PALFLFIPFDPLAERHPLLDEITEVALEYNNCHGDQVVERLLQHLRRVEAPVLQSLAPELPASLPD 410
Human—EFPl(NPiO56998) PALFLFIPFNPLAESHPLIDEITEVALEYNNCHGDQVVERLLQHLRRVDAPVLESLALEVPAQLPD 414
*********:**** ***:**********'**:**************.:***::*** *: * Kk k Xk
Rat-EFP1 AQLMAASPCCNTVVLPQGPALSRTHNVCELCVNQSVG-TRPSSVSVPQCSFFEMAAALDSFYLKEQ 475
Rat—EFPl(xmﬁ220l22.2) AQLMAASPCCNTVVLPQGPALSRTHNVCELCVNQSVG-TRPSSVSVPQCSFFEMAAALDSFYLKEQ 522
Mouse—EFPl(nm7029582.1)TQLMAASPCCNTVVLPQGPALSRTHNVCELCVNQSVG—TRPSSVSVPQCSFFEMAAALDSFYLKEQ 476
Human—EFPl(NP_056998) PPTITASPCCNTVVLPQWHSFSRTHNVCELCVNQTSGGMKPSSVSVPQCSFFEMAAALDSFYLKEQ 480
*_ ::************ ::*************: * :**************************
Rat-EFP1 TFYRVVSGSIECSNFLTSYSPFSFYTACCRTISRGTASFSGSAQDVFTAPAIEFSALEKSCEATAP 541
Rat-EFP1 (xm 220122.2) TFYRVVSGSIECSNFLTSYSPFSFYTACCRTISRGTASFSGSAQDVFTAPAIEFSALEKSCEATAP 588
Mouse—EFPl(nm7029582.1)TFYHVVSGSIECSNFLTSYSPFSYYTACCRTISRGMASFTGSEQNVLTAPAIEFSSLEKSCEATAP 542
Human—EFPl(NP7056998) TEFYHVASDSIECSNFLTSYSPFSYYTACCRTISRGVSGFIDSEQGVFEAPTVAFSSLEKKCEVDAP 546
***:*.*.***************:*********** :.* .~k *_*: **:: **:***.**. * %
Rat-EFP1 SSIPHIEENRYRFPEVGLSSTAFTGLSCRTNKTLNIYLLDSNLFWLYAERLGAPSSAPVKEFATIV 607
Rat—EFPl(xm_220122.2) SSIPHIEENRYRFPEVGLSSTAFTGLSCRTNKTLNIYLLDSNLFWLYAERLGAPSSAPVKEFATIV 654
Mouse-EFP1 (nm_029582.1) SSIPHIEENRYRFPQVGLTSTAFTGLSCRTNKTLNIYLLDSNLFWLYAERLGAPSSAPVKEFATIV 608
Human—EFPl(NPiO56998) SSVPHIEENRYLFPEVDMTSTNFTGLSCRTNKTLNIYLLDSNLFWLYAERLGAPSSTQVKEFAAIV 612
**:******** **:*'::** **********************************: *****:**
bbbbb aaaaaaaa
Rat-EFP1 DVKEESHYILDPKQALVKLTLESFIQNFSVLYSPLKRHLTGSDSAQFPTQHLITEVTTDTFWEVTL 673
Rat—EFPl(xm7220122.2) DVKEESHYILDPKQALVKLTLGTQPRADSQGLAAAKGLMLFPDFAEIPDMQHKKLNSKASLVQRHW 720
Mouse—EFPl(nm_029582.1)DVKEESHYILDPKQALMKFTLESFIQNFSVLYSPLKRHLTGSDSAQFPTQHLITEVTTDTFWEVTL 674
Human-EFP1 (NP_056998) DVKEESHYILDPKQALMKLTLESFIQNFSVLYSPLKRHLIGSGSAQFPSQHLITEVTTDTFWEVVL 678
****************:*:** . . * .. * . . *::* R . s, R R R
bbbbbb aaaaaaaaaaaaa bbbbbbb aaaa
Rat-EFP1 RKQ-—=====—==———~ DVLLLYYTQ PSILNHIFIQLARLLPEDTFTVARIDVSQNDLPWEF 725
Rat-EFP1 (xm_220122.2) RSRKSPCLPSGGGRSAVDVLLLYYTQ PSLNHIFIQLARLLPEDTFTVARIDVSQNDLPWEF 786
Mouse-EFP1 (nm_029582.1)RKQ-————————————— DVLLLYYTQW, PSLNHIFIQLARLLPEDTEFTVARIDVSQNDLPWEF 726
Human—EFPl(NP7056998) KO e DVLLLYYAP PSLNHIFIQLARNLPMDTFTVARIDVSQNDLPWEEF 730
. . *******: khkhkhkhkkkhkkhkkhkkhhkhkhkhkkkk * * Ak hkkhkhkhkkhkhrkkhkhkkhkhhkhkxkhkkk*x
bbbbbb bbbbbbb aaaaaaa
Rat-EFP1 MVDRLPTVLFFPCNRKDLSVKYPGDLPITLPNLLRFILHHSDPASAPQGLTTSPPTQECAQSAAVL 791
Rat-EFP1 (xm 220122.2) MVDRLPTVLFFPCNRKDLSVKYPGDLPITLPNLLRFILHHSDPASAPQGLTTSPPTQECAQSAAVL 852
Mouse-EFP1 (nm_029582.1) MVDRLPTVLFFPCNRKDLSVKYPGDLPITLPNLLRFILHHSDAASAPQDPGISPPTQDCVQSKAVL 792
Human-EFP1 (NP_056998) MVDRLPTVLFFPCNRKDLSVKYPEDVPITLPNLLRFILHHSDPASSPONVANSP-TKECLQSEAVL 796
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE] *:****************.**:**. * * *::* * Kk Kk kk
Rat-EFP1 QREHISHVENAMQELRSEMSSLRRTQEQVEGRLFSARRDGHRIPLRRORTIFEQQHRLIPRRHSQKIFQA 857
Rat—EFPl(xm7220122.2) QREHISHVENAMQELRSEMSSLRRTQEQVEGRLFSARRDGHRIPLRRQRTIEQQHRIMRRHSQKI®OA 918
Mouse—EFPl(nm_029582.1)QREHISHVENAMQKLRSEMSSLRRTQEQVEGRLLSARRDGH LRRORTIPFEQOHRIJPRRHSQKI®OA 858
Human-EFP1 (NP_056998) QRGHISHLEREIQKLRAEISSLQRAQVQVESQLSSARRDEHRMRQQORAMEEQHSLISHAHSEQISOA 862
* % ****:*' :*:**:*:***:*:* ***':* *khkkk Kk  kkk ::**:**:** **: **::***
Rat-EFP1 LYLKKARELQELAS-—--—-—-— ASETPLPEHTWLKVLVATMERELERQGDAKEPTPLGKAHPNHSKP 916
Rat-EFP1 (xm 220122.2) LYLKKARELQELAS------- ASETPLPEHTWLKVLVATMERELERQGDAKEPTPLGKAHPNHSKP 947
Mouse—EFPl(nm7029582.l)LYLKKARELQELAR ——————— ASGTPLPEHTWLKILVATMERELEGQGGAKEPAPLGKARPNHSKS 917
Human—EFPl(NP7056998) LYEQKTRELQELARKLQELADASENLLTENTWLKILVATMERKLEGRDGAESLAAQREVHPKQPEP 927
* * :*:******* * * . *.*:****:*******:** :..*:. s, :.:*::...
Rat-EFP1 MGATQLPGDTPPPSSASSTLASERKHENRTD 947

Rat-EFP1 (xm 220122.2) MGATQLPGDTPPPSSASSTLASERKHENRTD 1008
Mouse-EFP1 (nm_029582.1) MGTTQLPGDTPPPSTTSSTLASETKHENRTD 948
Human-EFP1 (NP_056998) SATPQLPGSSPPPANVSATLVSERNKENRTD 958

e KKK K e KKK . K ekk KKk e e kKKK K
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