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1. Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist mit jahrlich ca. 7000euerkrankungen in Deutschland
sowohl bei Mannern als auch bei Frauen die zwsdiitpste Tumorerkrankung nach dem
Bronchial- bzw. dem Mamma- Karzinom (1). Das Lelzeitsisiko in der Normalbevdlkerung
jenseits des 40. Lebensjahres, an einem kolorekieezinom zu erkranken, betragt 6%,; die
Erkrankung tritt bevorzugt nach dem 50. Lebensgatirn(2).

Zu den Risikofaktoren bei der Entstehung dieser drem z&hlen unter anderem
Ernahrungsfaktoren wie z.B. ballaststoffarme Eroéfr verstarkter Fleisch- und Fettkonsum
und Ubergewicht (2). Dabei wird vermutet, dass Hurcakterielle Garungs- und
Fermentierungsprozesse im Kolon und Rektum ausiPemt, Gallensauren und Cholesterin
kanzerogene und kokanzerogene Stoffe entsteherbaaststoffarmer Ernahrung verweilen
die Speisereste langer im Darm und somit konneret@diKonzentrationen dieser Stoffe
anfallen. Diese These kodnnte zumindest als Teithwesaflir die Karzinomentstehung in
Betracht gezogen werden (3). Protektiv scheinee 8allaststoff- und kalziumreiche, fett-
und fleischarme Ernahrung zu sein, ebenso wiessiheelle Stuhlpassage und Einnahme von
Vitamin C, Folséure, ASS und NSAR (2).

Als weitere Risikofaktoren kénnen zudem vorangegaeg kolorektale Adenome oder
Erkrankungen wie Colitis ulcerosa, Mamma- und CalarKarzinom und starker Alkohol-
und Nikotinkonsum die Entwicklung eines kolorektalearzinoms begunstigen (4).

Bei bestimmten genetischen Erkrankungen ist diergédieinlichkeit fir das Auftreten dieses
Tumors allerdings am hdchsten. Zu diesen Prakaseergehoren die autosomal-dominant
vererbte familidre adenomattse Polyposis (FAP) eimem Erkrankungsrisiko von bis zu
100% wund das Lynch-Syndrom (= hereditares nichypuides kolorektales
Karzinomsyndrom, HNPCC) mit einem Risiko von ca¥8(b).

Die Symptome fir ein kolorektales Karzinom sinddéi meist uncharakteristisch,
Warnhinweise sind dabei vor allem Blutbeimischungn iStuhl, Anderung der
Stuhlgewohnheiten und Leistungsminderung. lleusptilgsanamie, Schmerzen und
eventuell ein von aul3en tastbarer Tumor tretensetstspat auf (2).

Zu den aktuellen Vorsorgeuntersuchungen zahlenF@®BT (fakaler Okkultblut-Test), der
bei Nicht-Risiko-Patienten ab dem 50. Lebensjaimmai jahrlich erfolgen sollte und die

digital-rektale Untersuchung — ebenso einmal jahrib dem 45. Lebensjahr (1), da 10% der



Tumoren tastbar sind (2). Wichtig ist, schon banslig positivem FOBT eine Koloskopie
durchfihren zu lassen. Die Koloskopie stellt diezléssigste Screeninguntersuchung dar;
der Vorteil ist zudem, dass in der selben Sitzuhgnamatdose Polypen — die als Friih- oder
Vorstadium des Tumors gelten — relativ komplikasimmm abgetragen werden kénnen und
somit zugleich therapeutisch vorgegangen werdenn.kausétzlich kann Gewebe fur
Biopsien entnommen werden. Die Endoskopie sollte5tn Lebensjahr zum Ersten Mal
durchgefuhrt werden, bei unauffalligem Befund etmeach 10 Jahren (6), bei Risikopersonen
erfolgt die Erstuntersuchung eventuell schon in déugend und in kirzeren
Kontrollabstanden.

Ist die Diagnose bereits gesichert, sollten zungiBtapeine Abdomen-Sonographie zur Suche
nach Lebermetastasen, ein Rontgenbild des Thorax zwei Ebenen und bei
Rektumkarzinomen noch eine Endo-Sonographie zuawgan Bestimmung von TumorgrofRe
und Infiltrationstiefe durchgefihrt werden (6). Ztdich werden Tumormarker (CEA, CA
19-9) bestimmt, auch ein Spiral-CT oder PET kanvogen werden (2).

Etwa 50% aller kolorektalen Karzinome finden siah Rektum, ca. 30% im Kolon
sigmoideum, ca. 10% im Caecum bzw. im Kolon ascesdend weitere 10% im Ubrigen
Kolon (2); bei 2-3% der Patienten treten Mehrfachkeome auf.

Die typischen Metastasierungswege fuhren in Leb®¥ Uunge, sowie zu paraaortalen,
inguinalen und Beckenwand-Lymphknoten (2). Bei Tweng die bis ins untere Drittel des
Rektums reichen, finden sich haufig primar Lungetasiasen (5).

Das kolorektale Karzinom wird in TNM-Stadien eingiéif danach richten sich die Therapie-
Optionen. Die friher Ubliche Dukes-Klassifikatiat heute nur noch selten gebrauchlich (5).
Die Therapiestrategie richtet sich nach Lokalisatiod Ausdehnung des Primartumors sowie
nach eventuell vorhandenen Metastasen (6). Dabehest die neoadjuvante Radio-
Chemotherapie, adjuvante Therapieformen nach chstiter Exstirpation oder palliative
Therapien zur Verfigung. Entscheidend fur eine tkegaOperation ist die systematische En-
Bloc-Resektion des Primartumors mit Entfernunggkssamten Lymphabflussgebietes (4).
Rezidive treten zu 10-30% bevorzugt in den ersteiddm postoperativen Jahren auf. Die
Funf-Jahres-Uberlebensrate betragt abhangig vomomstadium zwischen 5 und 95% (2),
daher sind eine frihzeitige Entdeckung der Krartkhed damit die Inanspruchnahme von
Vorsorgeuntersuchungen von extremer Bedeutung.

Kolorektale Tumoren entstehen meist aus intraejgilee Neoplasien (IEN), die zu 90%
Adenome sind (2). Adenome sind somit als prékasserdasion anzusehen, das

Entartungsrisiko ist abhéangig von der Adenomgralée,histologischen Differenzierung und



der Wuchsform (3). Sie breiten sich bevorzugt quer Darmachse aus und tendieren zu
zirkularem Wachstum (3). Aus den Adenomen kann sictinem mehrstufigen Prozess, der
sogenannten ,Adenom-Karzinom-Sequenz“, das kolatekarzinom bilden (3):

Dazu wird in der ersten Phase der Neoplasie-Enistgehim Kolon das APC-Gen
(Adenomatous Polyposis Cplidas normalerweise als Tumorsuppressor agieaktiinert.
Gehen beide Allele des APC-Gens verloren, flhrts dsich zu einem veranderten
Expressionsprofil anderer Gene oder Proteine zeB.@hadherin-Catenin-Komplexes. Neben
dem Normalepithel werden aberante und dysplastigalgpten sichtbar (5), die Adenome
sind noch kleiner als 1 cm und tubular (2).

Die zweite Phase ist das intermediare Stadium.dasnikt zu aktivierenden Mutationen von
K-ras — einem Onkogen (7) — und Veranderungen dubr@osom 18q, dabei sind v.a. die
Gene SMADH, SMAD2 und DCC betroffen. Es bilden sidBdenome mit niedrig- und
mittelgradigen Dysplasien (5), sie sind ca. 2 cof3gund tubulovillés (2).

Den Ubergang zu hochgradig dysplastischen AdenoumehKarzinomen bildet die dritte
Phase durch Mutation des Tumorsuppressorgens pS3uf dem Chromosom17p lokalisiert
ist (5).

Bei der FAP ist der gesamte Vorgang beschleungytuich Keimbahnmutationen bereits ein
APC-Allel mutiert ist und es dadurch zu einer vel@men Signalvermittlung kommt, bei
HNPCC liegt ein Defekt in den Reperaturgenen vir (5

Nach dem Tumorprogressionsmodell nach Vogelsteth kearon dauert der Ubergang von
Normalgewebe Uber das Adenom bis hin zum Karzinanchd verschiedene genetische
Verdnderungen ca. zehn Jahre (2). Es kommt dabai Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen und Aktivierung von Onkogedenachst kann noch kontrolliertes
Wachstum vorliegen, wird allerdings eine kritisch&esamtzahl an genetischen

Veranderungen Uberschritten, resultiert ein unkiigrtes malignes Wachstum (2).

1.2 Apoptose

Eine weitere wichtige Rolle bei der Entwicklung vbamoren spielt der Apoptoseprozess:
Die Apoptose — oder auch ,programmierter Zellto&hgnnt — ist ein normales zellulares
Geschehen, bei dem ein hochkomplexer Prozess bisToda der Zelle fuhrt (8). Der Ablauf
erfolgt streng geordnet und immer nach dem gleidhenzip (8). Es gilt die ,Alles-oder-
Nichts-Regel“, das heil3t, hat die Apoptose einnegdmnen, kann der Vorgang nicht mehr

gestoppt werden und ist auch nicht umkehrbar (8)k&nnen dabei auch einzelne Zellen
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eines ansonsten gesunden Organes zu Grunde gebgnaldo werden nicht nur Zellen
apoptotisch, die genetisch irreparabel fehlerhafid sund somit eine Gefahr fir die
Entwicklung eines Tumors bilden kdnnten, sonderchatellen, die der Organismus nicht
mehr bendtigt, z.B. wahrend der Embryonalzeit f)RBerdem soll durch die Apoptose die
Zahl der Zellteilungen ausgeglichen werden, danmetvé€be weder zu sehr wachsen noch
schrumpfen (10). Die Apoptose ist zudem der eflskéd Mechanismus, um viral infizierte
Zellen zu eliminieren (11). Empfangt eine Zelleden Rezeptoren der Zelloberflache keine
Wachstumsfaktor- oder Uberlebenssignale mehr, RIB5F, NGF, kann sie selbststandig ihr
Selbstmordprogramm beginnen (12). Auch fir die Esklung des Immunsystems, des
Nervensystems und bei der Entstehung von neurodegferen Krankheiten sowie Alzheimer
und Parkinson, aber auch bei Ischamien, AIDS umtemi mehr spielt die Apoptose eine
wichtige Rolle (13).

Am Ablauf sind zahlreiche zellulare Faktoren bégeilZelloberflachenrezeptoren, wie der
TNF-Rezeptor, Zellzyklusregulatoren, z.B. pRb urdk{nhibitoren, proteolytische Enzyme
— vor allem Caspasen —, die Bcl-2-Familie, IAP#hipitor of Apoptosis Proteiy Stress-
Antwort-Proteine, z.B. Hitzeschock-Proteine undaaésionsproteine (13).

Der programmierte Zelltod ist dadurch gekennzeithdass die Zelle und der Zellkern
zunéchst durch Kondensation des Chromatins an \@tumwerlieren und Kontakte zu
Nachbarzellen aufgeben (10). Der Zellkern wird fnagtiert, die Zelle zerfallt, verpackt sich
in kleine Blaschen und wird schliel3lich von Makragen phagozytiert, ohne dass
Zellbestandteile in die extrazellulare Umgebungggén kénnen und somit eine Entziindung
ausgelost werden konnte (8) (14). Dies stellt eimesentlichen Unterschied zur Nekrose dar,
bei der durch Zellschwellung und Freisetzung daszellularen Inhalts immunologische und

entziindliche Prozesse ausgeldst werden (12).

1.2.1 Caspasen

Eine entscheidende Rolle wahrend des Ablaufs dexpfgse spielen Caspasedyéteine-
dependent aspartic specific protepgd0) (15). Caspasen sind Cysteinproteasen — also
proteolytische Enzyme —, die schon sehr friih im gpsesignalweg aktiviert werden und
besonders wichtig fiir die Aktivierung oder auchklinaerung anderer Proteine sind, indem
sie diese hinter Aspartyl-Resten spalten (8) (B¢ proteolytische Spaltung der Proteine
kann somit entweder zu einem Funktionsgewinn oder Zerstorung und damit zum
Funktionsverlust des Molekils fihren (17). Casgagkstrate sind unter anderem einige

Proteinkinasen, z.B. die Fokale Adhasionskinase F#i& vermutlich fir die Aufhebung der
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Zelladhasion verantwortlich ist, zusatzlich PBK, ®Kind Rafl (11). Aul3erdem werden
Lamine durch Caspasen beeinflusst; diese fuhren Zenfall der Kernmatrix und zum
Schrumpfen des Zellkerns. Des Weiteren kdnnen iPmties Cytoskeletts gespalten werden,
was eine Veranderung der Zellform zur Folge hat.it8ve Substrate sind Zellzyklus-
Regulatoren, Reparaturproteine und schlie3lichEhdonuklease CAD (Caspase-aktivierte
DNAse), die die DNA im Zellkern zerlegt (8) (11).

Intrazellular liegen Caspasen als enzymatisch malRrocaspasen vor (10). Durch limitierte
Proteolyse werden sie gegenseitig kaskadenartigbeoeits gespaltenen Caspasen aktiviert
(9); das Signal wird dadurch vervielfacht (17). g&=en besitzen eine katalytische Doméne
(18); die aktive Caspase ist ein Homodimer, beijddes Monomer aus einer grof3en und
einer kleinen Untereinheit besteht (11). Es isrdihgs mdglich, dass Caspasen zur Kontrolle
ihrer Katalyse-Effizienz und Substratspezifitdt Kegme benétigen (11). Zudem gibt es
Hinweise, dass Caspasen in weit mehr Prozesseiartegind, als nur bei der Apoptose, z.B.
bei inflammatorischen Vorgangen oder der Zellddfezierung (11).

Man unterteilt Caspasen in Effektor- und Initiatspasen (10). Effektorcaspasen (z.B.
Caspase 3, 6, 7) spalten und inaktivieren wichtigjulére Proteine, z.B. Reperaturenzyme,
Lamine oder die Proteinkinase C. Zusatzlich kdnsiendie oben genannte Endonuklease
CAD aktivieren. Sie sind verantwortlich fir die gdoete Zerstorung der Zelle.
Effektorcaspasen werden hauptsachlich durch lintié’roteolyse Uber Initiatorcaspasen
aktiviert (15). Initiatorcaspasen — auch Adaptgreaen genannt, z.B. Caspase 2, 8, 9, 10, 11
und 12 — sind entscheidend fur die Aktivierung Apsptoseweges (14). Dabei stellen sie das
Bindeglied zwischen Apoptosesignal und Effektoreagm dar (10). Initiatorcaspasen sind
substratspezifisch (15). Sie besitzen am N-terram&nde eine DEDdgath effector domajn
oder homotype CARDcé@spase-recruitment domajrdiese Doménen lenken die monomeren
Procaspasen zur Oligomerisierung bzw. Dimerisierund die Caspasen werden dadurch
aktiviert (15) (13) (19). Dieser Vorgang ist entsiclend fur Initiatorcaspasen, da zu Beginn
des Apoptosevorgangs noch keine proteolytisch ektiznzyme vorhanden sind. Sie kbnnen
auch schneller in die aktive Form tUbergehen alskiffcaspasen (15). Bei Effektorcaspasen
konnten bisher keine derartigen Domanen nachgewiegerden (15). Initiatorcaspasen
kénnen zum Einen durch extrazellulare Faktoren ideer TNF-Rezeptorweg oder durch
intrazellulare Mechanismen auf dem mitochondrialeg stimuliert werden (10). Beim
Ablauf der Apoptose kann man zwischen diesen beidpoptosesignalwegen — dem
extrinsischen und dem intrinsischen Apoptosesigeglw unterscheiden. Beide minden in

einer gemeinsamen Endstrecke, werden aber untedsichi aktiviert (8).
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1.2.2 Extrinsischer Apoptosesignalweg

Der extrinsische Weg wird auch todesrezeptorveeftét Signalweg genannt, da sich ein
extrazellulares Protein — der TumornekrosefaktddR)I — an den TNF-Rezeptor (TNFR1)
einer Zelle bindet. TNF wird z.B. nach Virusinfekten, Einwirkung von ionisierender
Strahlung oder toxischen Chemikalien von Immungetiebildet (8). Die Todesrezeptoren
sind auf der Zelloberflache gelegen und enthaltgstén-reiche Domanen (CRDs) (19).
Jeder Rezeptor besitzt intrazellular eine einzdlogdesdomane (DD), die verantwortlich fir
die Rekrutierung verschiedener Adapterproteine(isX). Neben dem eigentlichen TiH
Rezeptor gehort unter anderem auch der Fas- od&5®&ezeptor zur TNF-Rezeptor-

Superfamilie (10).

~Plasmamambran Todesdomanen

FProcaspase 8

Initiatorcaspase &

l

Effektorcaspasen

l

Effeltorcaspase

Abb. 1 Extrinsischer Apoptosesignalwed8)

Sobald TNF an einen TNF-Rezeptor bindet, werdenAdiapterproteine FADD und TRADD zusammen mit
Procaspsae-8 zu einem Multiproteinkomplex verbunéeacaspase-8 und FADD interagieren tber Apoptose-
Effektor-Doménen. Sind drei Procaspase-8-Molekélewt, wird Caspase-8 durch Spaltung aktiviert laaian

nun weitere Effektorcaspasen aktivieren.

An den Fas-Rezeptor bindet vor allem der FasL, Fhs-Ligand (14), es kénnen aber —
abhangig vom Zelltyp — auch andere Molekile bindeB, GCDC (lycine conjugate of
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chenodeoxychola}e (20). Wird der CD95(APO1/Fas)-Rezeptor durch meineiganden
stimuliert, kommt es innerhalb weniger Minuten Ziluster-Bildung der CD95-Rezeptoren;
das bedeutet, die Rezeptoren kommen plétzlich detsu der Zelloberflache vor, um
intrazellular das Signal zu verstarken (21). Dufmdocken von TNF an den Rezeptor
verbindet der aktivierte Rezeptor die zytoplasnchgsn Adapterproteine TRADD und FADD,
sowie die Procaspase 8 zu einem Multiproteinkomplexder inneren Plasmamembran (8).
Dieser wird auch als DISC bezeichnet und im Weiterech genauer besprochen.

FADD (Fas-associated death domaund TRADD [TNFR-associated death domain projein
sind die zytoplasmatischen Doménen des TNF-Rezeptsie agieren Uber homologe
Regionen miteinander, die Todesdoméanen genanntewerdiese Todesdomanen — dazu
gehdren DD, DED und CARD — kommen in vielen Pratairvor und vermitteln Protein-
Protein-Wechselwirkungen, sind aber nicht enzyrohtiaktiv (8) (22). Procaspase 8 und
FADD interagieren ebenso Uber homologe Regionene-Agoptose-Effektor-Domanen.
Sobald die Procaspasenmolekiile in einem Kompleginesind, spalten sie sich gegenseitig
und bilden ein aktives Caspase-8-Molekill. Caspaisé€ne Initiatorcaspase (8); sie initiiert
die Apoptose durch Spaltung und Aktivierung nachbaketer Effektorcaspasen, z.B.
Caspase 3, die dann die kontrollierte Selbstzenstprder Zelle bewerkstelligen (8).
Letztendlich bewirkt beim extrinsischen Apoptosesigveg die Bindung eines
extrazellularen Liganden eine Konformationsédnderdeg Rezeptors, aus der die Bindung

und Aktivierung nachgeschalteter Proteine im Sigeagl resultiert (8).

1.2.3 Intrinsischer Apoptosesignalweg

Der intrinsische Apoptosesignalweg ist ein mitodenvermittelter Signalweg (8). Er wird
durch interne Stimuli ausgelost, z.B. bei irrep&ab genetischen Schaden, hohen
zytosolischen Cd-Konzentrationen, oxidativem Stress mit groBen Mencan freien
Radikalen und fehlenden Wachstumsfaktoren (8) (2Rjiviert wird dieser Prozess durch
Proteine der Bcl-2-Familie. In dieser gibt es patapsche Proteine, z.B. Bad, Bid, Bim und
Bax, die den Zelltod férdern, indem sie z.B. bestim Proteine binden (9). Sie befinden sich
im Zytosol (24). Es gibt aber auch antiapoptotisvlegtreter, z.B. Bcl-x, Bcl-w und Bcl-2,
die apoptotische Prozesse in Zellen verhindernionder aul3eren Mitochondrienmembran
sitzen (24). Das Vorhandensein sowohl der proaath der antiapoptotischen Proteine ist fur
den Organismus von enormer Bedeutung. So zeigtensd@dei Fehlen der einen oder
anderen Proteine schwere Defekte in der Entwickldeg) Nervensystems (12). Veranlassen

interne Stimuli, dass eine Zelle apoptotisch wivdndern proapoptotische Bcl-2-Proteine wie
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z.B. Bax aus dem Zytosol zur Mitochondrienmembrad inserieren an dieser (8). Dadurch
erhoht sich die Permeabilitat der Membran und dasddondrium setzt Cytochrom-c-
Molekile aus dem Membranzwischenraum frei (8). &iéhs ab diesem Zeitpunkt, kann der
Apoptosevorgang nicht mehr gestoppt werden (11)).(2Bs wird vermutet, dass
antiapoptotische Molekile diese Freisetzung vedrnmdkbénnen (8). Neben Cytochrom c
werden noch weitere proapoptotische mitochondri@tetein freigesetzt, namlich AlF
(apoptosis-inducing factprund Omi/HtrA2 (13) (25). AlIF kann sowohl ins Zgtd, als auch

in den Zellkern wandern und soll dort die Chrom#tondensation fordern (13). AuRerdem
kann es die Cytochrom-c-Freisetzung steigern unidiziert so vermutlich auch Caspase-
unabhangig die Apoptose (13).

intrazelluldre Zellschaden

!

Altivierung proapoptotischer
Mitglieder der Bel-2-Familie

l

fitochandrium
]
@ Cytochrom ¢

+ cytoplasmatische Faltoren (z.B. Apaf-1)
+Procaspase-9

< & 0

altivierter Initiator-caspsae-9-Komplex
{Apoptosom)

%

Effeltorcaspasen

Abb. 2 Intrinsischer Apoptosesignalweq8)

Verschiedene Arten von Zellstress veranlassen afisgite Vertreter der Bcl-2-Familie zur Insertiom die
auRere Mitochondrienmembran. Dadurch kommt es misé&tzung von Cytochrom-c-Molekilen. Cytochrom ¢
bildet mit Apaf-1 und Procaspase-9 das Apoptosonh die aktivierte Caspase-9 kann nun Effektorcagpase
aktivieren und die Apoptose voran treiben.

Die Cytochrom-c-Molekile bilden zusammen mit demtogglischen Protein Apaf-1

(apoptotic protease-activating facto)-lund Procaspase-9-Molekilen einen Multiprotein-
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komplex, der als Apoptosom (Apoptosekorperchen)eiobnet wird (8). Dieses wird
anschlieRend ATP-abhangig oligomerisiert und aéttvdadurch die Procaspase-9 (10). Die
Initiatorcaspase-9 spaltet und aktiviert wiederuffelorcaspasen, die weitere Vorgange im
Apoptosesignalweg antreiben (8).

Neben den antiapoptotischen Proteinen in der Heddilie gibt es als intrazellulare
Apoptose-Kontrollproteine auch die IAP-Familiak(ibitor of apoptosis(9). Sie konnen den
Zelltod unterdriicken, indem sie an ProcaspasenGaspasen binden und ihre Aktivierung
verhindern (9). Setzen die Mitochondrien ihr Cytarh-c frei, um Apaf-1 zu aktivieren,
setzen sie gleichzeitig Proteine frei, die die |1Afsckieren (9). Dabei handelt es sich um
Smac §econd mitochondria-derived activator of caspased DIABLO (direct IAP-binding
protein with low p) (13); die Apoptose wird somit beschleunigt. Neb&R gibt es noch
weitere Caspase-Inhibitoren, z.B. p35 und CrmA (26).

Extrinsischer und intrinsischer Signalweg aktiviereletztendlich die gleichen
Effektorcaspasen und haben somit dieselben zedhl&ielmolekile (8). Dennoch laufen
beide Wege unabhangig voneinander ab (23). Einbivduing zwischen ihnen stellt das Bcl-
2-Protein Bid dar (10). Es wird durch Caspase &emigtisch gespalten; das entstandene
Bruchstick tBid fruncated big kann die Freisetzung von Cytochrom-c und weiteren
proapoptotischen Faktoren bewirken (10). Eine aveitverbindung zwischen extrinsischem
und intrinsischem Signalweg ist Caspase-6, die woR. Caspase-3 nach der Mitochondrien-
Aktivierung gespalten wird und dann — Todesrezept@mbhangig — Caspase-8 aktivieren
kann (27) (28).

Der programmierte Zelltod kann aber auch Uber dmuechafte Stimulation von
stressaktivierten Proteinkinasen ausgelost wertigh Uber diese MAPKMNlitogen-activated
protein kinasgSignalwege werden intrazellular Signale vermitteie durch verschiedene
extrazellulare Stimuli ausgelést werden (13). Daz#éhlen Hitzeschock, osmotische
Veranderungen, metabolischer Stress und proinflawnmsahe Zytokine (13). Dies fihrt zu
verschiedenen zellularen Vorgangen wie Zellpraddifien, Differenzierung und Apoptose
(13).

Der Apoptosemechanismus ist mit dem Zellzyklus ider Tumorsuppressor p53 verknupft
(10). Bei DNA-Schadigung schickt p53 die Zelle gr @&1-Phase in Arrest, um den Fehler zu
beheben. Kann der Defekt nicht behoben werden, mdedieser schon zu umfangreich,

induziert p53 die Expression des bax-Gens; die Agsgpwird eingeleitet (10). Dazu wird

15



zunachst die Expression von PIDD gefdordert; dieseslet wiederum an RAIDD und
Caspase-2 (14).

Fehler beim programmierten Zelltod kénnen sowolm Auftreten von Tumoren, aber auch
zur Entstehung von Autoimmunkrankheiten und neugederativen Erkrankungen beitragen
(10).

1.2.4 Apoptosemolekile
In dieser Dissertation wurden vor allem dieath-Effector-DomairRroteine Caspase-8,
FADD, phospho-FADD und FLIP genauer untersucht lestchrieben.

1.2.4.1 Caspase-8

Caspase-8 ist die Schlussel-Initiatorcaspase;tartet den Apoptosesignalweg direkt nach
Stimulation eines TNF-Rezeptors durch Spaltung ulkitivierung nachgeschalteter
Effektorcaspasen, die dann die kontrollierte SeHastorung der Zelle bewerkstelligen (8).
Auf die Aktivierung im Rahmen der Bildung des DIS@rd im Folgenden noch genauer
eingegangen.

Das inaktive Procaspase-8-Molekil ist 55 kDa gdif) Aminoséauren lang und wird nach
Aktivierung im DISC in kleinere Einheiten von 12 dur20 kDa gespalten (29) (30) (31).
Caspase-8 besitzt — wie die meisten Initiatorcaspaseine lange N-terminale Prodomane
mit Uber 90 Aminosauren, die wichtig fur die Ausidguihrer Funktion ist (19). Die
Prodomane der Effektorcapasen hingegen besterdusuca. 20-30 Aminosauren (19). Wird
die Procaspase gespalten, wird dabei das N-tereniBatle abgeschnitten und die aktive
Caspase-8 kann von der Zellmembran, tber die dielenh Todesrezeptor verbunden ist, in
das Zytosol wandern (32). Das aktive Molekll liatg Heterotetramer vor und besteht aus
zwei langen und zwei kurzen Untereinheiten (30)R&mulem besitzt Caspase-8 zwei DEDs;
Uber dieses ,Todesadapter-Modul* kann sie an veéedehe Proteine binden, so z.B. mit
FADD interagieren und es als Integrations-Plattfofim andere Proteine nutzen (17).
Wichtige Substrate, die durch Caspase-8 gespalterien sind Bid — als Verbindung
zwischen extrinsischem und intrinsischem Signalwemd die Caspasen 3, 6 und 7 (14). Die
Caspase-8-Funktion kann durch c-FLIP gehemmt we(déh lhre Aktivierung kann z.B.
durch die Phosphatidylinositol 3-Kinase blockiegrden (20), durch das Pockenvirus CrmA
(26), das Baculovirus p35 oder durch die I1APs (31).

Das Caspase-8-Molekl tritt in hohen Konzentratiomer allem in Muskelgewebe, Gehirn
und Leukozyten auf (31). Es besitzt eine hohe kit zur Caspase-10, die nur bei
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Menschen vorhanden ist, allerdings haben beided&Saspverschiedene Funktionen bei der T-
Zell-Differenzierung (15). Es wird vermutet, dasasPase-10 ein Tumorsuppressor sein
konnte, da in verschiedenen Tumoren Mutationenedi€aspase festgestellt wurden (11).
Dieses Phdnomen wird nun aber — neben weiterera€asp- auch fur Caspase-8 beschrieben
(15) (11) (22). So konnte nachgewiesen werden, dasserschiedenen menschlichen
Krebszellen Caspase-8 inaktiv vorliegt; dies koneite vielversprechender Ansatz fur die
Erforschung von Resistenzmechanismen und der Bxitwig neuer Therapien sein (30).

Neue Erkenntnisse zeigen aber, dass Caspase-8 mielbeApoptose noch an weiteren
wichtigen Vorgangen in der Zelle beteiligt ist (3ZJu diesen Aufgaben zadhlen die
Vermittlung von Zellbewegungen und Adhasion deidrdetrix (22) (29), Mitwirkung bei der
Proliferation von B- und T-Zellen (29) (16), Auffgerhaltung der Lymphozytenmenge (33)
und die Aktivierung von NkB (32). AuBerdem spielt Caspase-8 eine wichtigdeRméi der
embryonalen Entwicklung (32). Im Tierexperiment deiranhand von Knock-Out-Mausen
untersucht, welche Konsequenzen das Fehlen vonaSaspnach sich ziehen wirde: Die
Mause-Embryonen verstarben bereits am 11.Tag; eggteme sich erhebliche
Beeintrachtigungen bei der Entwicklung des Herzralsskund abdominelle Blutungen
aufgrund von Hyperamie (11). Die Ausbildung desdBsfystems im Dottersack war abnorm
verandert (34). Aulerdem war eine stark erh6hteaBhan myeloischen Vorlauferzellen zu
verzeichnen und die Leber zeigte eine vermehrtehEygytenanreicherung (11) (34). Der
Rezeptor-induzierte Apoptose-Signalweg konnte nictghr aktiviert werden, allerdings
konnte Uber andere Signalwege der Zelltod nocheésitgt werden, wie z.B. durch UV-
Bestrahlung (11). Mutationen im Caspase-8-Gen kdrmeeiner erschwerten Bildung von
Lymphozyten und multiplen Defekten der B-, T- uni-Kellen fiihren und die Betroffenen
leiden somit haufig an Immundefekten (15) (33). g2@e-8 kann die Stammzellproliferation
fordern, aber zugleich vor maligner Transformaschitzen (35).

Es gibt Hinweise, dass die ungeschnittene Procespasder auch die phosphorylierte
Caspase-8 fur alle Zellfunktionen auf3erhalb defiaftids zustandig ist — wie Zellmigration,
Proliferation, usw. — wahrend Zellen, in denenakéve Form von Caspase-8 vorkommt, der

Apoptose zugefihrt werden (30) (29).

1.2.4.2 FADD

Ein weiteres wichtiges Molekdl bei der Aktivierudgs Zelltodes ist FADD.

Das Adapter-Molekil FADD Has-associated death domair auch MORT-1 genannt —
spielt eine entscheidende Rolle bei der Fas-veslhatt Apoptose (36). Es ist fur die Bildung
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des Multiproteinkomplexes DISCdé€ath-inducing signaling complexund damit fur die
Verknupfung des Todesrezeptors mit der Initiatqueas-8 verantwortlich (37). Das FADD-
Molekl ist ca. 22 kDa grof3, 208 Aminosauren lamgl wird in allen Geweben exprimiert
(38) (39). Uber die homologen Regionen, die Todesiteen genannt werden, agiert es mit
anderen Proteinen (8) (40); es enthalt ddeath-Effector-DomaifDED) und eineDeath-
Domain (DD) (13) (41). Mit Hilfe dieser Doméanen hat e diufgabe, Caspase-8 und -10
und weitere Effektorproteine mit dem Todesrezeptoverbinden (19) (41). FADD ist selbst
aber nicht enzymatisch aktiv (35) (22). Der Aktraegsvorgang ist sehr komplex und lauft
folgendermal3en ab: bindet ein extrazellularer Stisyuwie z.B. Fas, an den Todesrezeptor,
kommt es innerhalb weniger Sekunden zur Bildung 8amalkomplexes DISC an der

inneren Plasmamembran (19) (42).

Death
Receptar
(CD95)

DIsC

[ Desth Domsin
[ Death Effector Domain

Abb. 3 DISC (22) (43)
Bindet Fas an den Todesrezeptor, rekrutiert es FAD& dieDeath Domain FADD wiederum bindet tber die
Death Effector Domaian Caspase-8 und FLIP. Durch Bildung eines Homedirwird Caspase-8 aktiviert.

Zunéchst bindet Fas an FADD uber eine Todesrezdmesrezeptor-Interaktion (13); dies
geschieht, indem FADD die am carboxyterminalen Egeéegene DD an die DD des

Rezeptors bindet und dadurch die noch freie, araimdhale DED exponiert (44). Diese
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Doméne von FADD interagiert dann mit der Prodoméore Procaspase-8, die ebenfalls zwei
Kopien der DED enthalt (19).

Die Todesdomanen haben keine enzymatische Funktaer sie verknipfen die
verschiedenen Proteine miteinander (35). So werdech drei Procaspase-8-Molekiile
miteinander in Verbindung gebracht; die rAumlict#hdl der Caspase-8-Molekiile zueinander
fuhrt Uber einen noch unbekannten Mechanismus - edrasten aber wohl durch
proteolytische Spaltung — zu ihrer eigenen Akt (19) (11) (28) und dartber
letztendlich zur Caspase-3-Aktivierung (13). Derhi@t der Caspase-8-Aktivierung ist
bedeutend fir den Beginn und den weiteren Ablaufs déelltodes (11). Die
Aktivierungsplattform DISC hat fur Caspase-8 und -dine &hnliche Funktion wie das
Apoptosom fiir Caspase 9 (15).

Neben FADD enthélt der DISC noch weitere Adapteskile, wie z.B. TRADD, DAXX,
RAIDD, die RIP-Kinase und FLIP (11). Fas kann auf@et FADD ebenso mit DAXX
interagieren; dann wird die ASK-RApoptosis signal-regulating kinasg dktiviert und daraus
folgend der JNK- und p38 MAPK-Signalweg induzierBY.

Wie bei Caspase-8 wurden auch Experimente mit Mawkechgefihrt, die kein FADD
besallen oder bilden konnten (22). In der Embryeitalzurden Fehler bei der kardialen
Entwicklung und Blutungen festgestellt, zum Tedrben die Embryonen bereits nach 10,5
Tagen (38). Bei den Uberlebenden zeigte sich eénminderte Anzahl an Zellen des Thymus
und eine Blockierung der B- und T-Zell-Entwickluogd -Proliferation (11) (22). Zuséatzlich
deuteten die Versuchsergebnisse darauf hin, dag3DF@benso an der Proliferation der
Fibroblasten beteiligt und sogar generell ein wgdtt Regulator der Proliferation sein muss
(22). Es gibt sogar noch weitere nicht-apoptotisehezesse, bei denen eine Beteiligung von
FADD vermutet wird: dazu zahlen Hamatopoese, Emdwitgy des angeborenen
Immunsystems (38), Zellwachstum und Differenzier(#@).

FADD kann aul3erdem als Tumorsuppressor agierenn des Patienten mit akuter
myeloischer Leukamie war die Expression von FAD&rsteduziert oder gar verschwunden
(45). Es ist denkbar, dass eine fehlende FADD-Esgiom Tumorzellen erlauben kann, den
Zelltod zu umgehen (22). In einer Versuchsreihedearkolorektale Adenokarzinomzellen
mit FADD stabil transfiziert; FADD war dadurch Uk&primiert (36). Dann wurde 5-
Fluorouracil — ein potenter Inhibitor der Thymididynthese und haufig verwendetes
Chemotherapeutikum bei kolorektalen Karzinomen -alweeicht (36). Der Apoptose-

induzierende Effekt von 5-Fluorouracil konnte durdie erhohte FADD-Menge deutlich
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verstarkt werden (36). Somit wird vermutet, dass Hxpressionssteigerung von FADD
Zellen fur eine Chemotherapie sensitivieren kar@).(3

Stimuliert man die Apoptose durch TRActD, kann man eine erhdhte Expression von
FADD messen (46). Tritt FADD in sehr groBen Mengarf, kann es sogar selbst den
Apoptose-Signalweg aktivieren, auch wenn gar kegahd an den Todesrezeptor bindet (36)
(46).

Lange wurde angenommen, dass FADD nur im Zytoplassneommt; allerdings konnte nun
gezeigt werden, dass FADD eine NL3u¢lear localization sequencdat und in den Kern
translozieren kann (47) (48). Die nukleare Funkigiraber noch unklar, es ist mdglich, dass
es fur die Zerstorung der DNA wéhrend der Apoptogeverantwortlich ist (22).

1.2.4.3 Phosphoryliertes FADD

FADD kann posttranslational modifiziert werden, dazahlt die Phosphorylierung von
FADD am Serl194 bei Menschen und an Ser191 bei Mi&4<).

Es wird vermutet, dass pFADD wahrend der Apoptoseschen dem Zellkern und dem
Zytoplasma hin und her wandern kann (46). Dafluantvortlich ist das Protein Exportin-5
(48). pFADD haélt sich aber dennoch meist im Nuklausund ist monomer, wohingegen das
im Zytoplasma vorkommende FADD auch als Dimer egin kann (46).

Uberwiegend wahrend der G2/M-Phase des ZellzykdisFADD am Serin194 seines C-
terminalen Endes phosphoryliert (49) (39). Wahreled G1/S-Phase bleibt es in seinem
Normalzustand (49) (39). Somit zeigt sich, dassRtersphorylierungszustand von FADD mit
dem Fortschreiten des Zellzyklus zusammenhangt. (B9 wird beschrieben, dass
phosphoryliertes FADD wahrend der Mitose den Zd&llay kontrollieren (22) und sogar zu
Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase fuhren kann (@4). Interessant ist zudem die These,
dass abhéangig von der Phosphorylierung von FADC5an 94 die Sensitivitat eines Tumors
fur Chemotherapeutika festgesetzt werden konnte (52

Es wurden zwei Kinasen identifiziert, die FADD ppbsrylieren kénnen: die FIST/HIPK3
(Fas-interacting serine/threonine kinase/homeodonrnat@racting protein kinageund die
CKla (Casein kinased) (50) (52). Sowohl phosphoryliertes, als auch wsphoryliertes
FADD koénnen in den DISC mit eingebaut werden (49).

Eine Stimulation der Zelle mit TNFActD hat zwar eine Steigerung der Expression von
FADD, aber eine Konzentrationsabnahme von phosfieasm FADD im Nukleus zur
Folge (46). Bei Patienten mit einem aggressiven gemnaKarzinom konnte vermehrt

phosphoryliertes FADD und hohe Mengen an FADD irfikéen nachgewiesen werden (53).
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Des Weiteren konnte in dieser Studie auch gezegtden, dass p-FADD die NE&B-
Aktivierung erheblich steigern kann und somit dieli@groliferation zunimmt (53). Es lasst
sich also daraus schliel3en, dass phosphorylieABPFeine wichtige Rolle im Verhalten von
aggressiven Tumoren spielt, indem es denkBFsignalweg moduliert (22). Im Gegensatz
dazu ist bei akuter myeloischer Leukamie das Febtlr eine nur geringe Expression von
pFADD ein schlechter prognostischer Faktor (53¢ Bedeutung von pFADD und FADD in
malignen Zellen scheint somit noch nicht eindeugigklart. Es ist moglich, dass eine
gesteigerte Expression von pFADD und die Lokalisigrvon FADD im Nukleus mit einem
Anstieg der NFReB-Aktivitat und mit einem schlechten klinischen @uitne korreliert (54).
Die Menge an phosphoryliertem FADD konnte folglials prognostischer Biomarker in
Erwdgung gezogen werden (54). Dennoch bleibt diddeese bei kontroversen

Versuchsergebnissen weiterhin nicht eindeutig bssvie

1.2.4.4 FLIP

Nach Caspase-8, FADD und pFADD soll nun noch ausf Apoptose-Molekul FLIP naher
eingegangen werden.

FLIP (FLICE-inhibitory-protein) ist ein wichtiges Regulator-Protein in der Todesptor-
vermittelten Apoptose. Es spielt vor allem bei @aspase-8-Aktivierung und Inhibierung
eine wichtige Rolle (11). FLIP hat keine proteadghie Aktivitat (15) und ist ein Protein mit
nur sehr kurzer Halbwertszeit (43). Entdeckt wUftléP zunachst als virales Inhibitorprotein,
bei MCV, HHV8 oder HVS (42). Man erkannte, dassluH-die Rekrutierung von Caspase-8
und die Bildung des DISC unterdriicken kann (42).(B&im Menschen wird es atellular-
FLIP (c-FLIP) bezeichnet und es existieren einez&wind eine lange Splei3-Variante (11).
Welche der beiden produziert wird, h&ngt davonadbExon 7 mit eingeschlossen wird oder
nicht (56). Die kurze Form c-FL§besteht aus zwei DEDs, tUber die FLIP an FADD hinde
kann; die lange Form besitzt zusatzlich eine pskaidtytische Caspase-Domane, allerdings
ohne die aktive Cysteinregion (11) (35). FLIBeigt eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu
Caspase-8 (57). Beide kdonnen mit dem Adapterprot&®D und der Protease FLICE
interagieren (58). Seit kurzem ist allerdings neate weitere Isoform bekannt, die in Raji-
Zellen (Burkitt-Lymphom-Zellen) entdeckt wurde, dag-LIP; (56) (59). Dieses Protein ist
FLIPs in der Struktur sehr éahnlich, sie unterscheidenh sauch nicht in ihrem
antiapoptotischen Potential (60). FkIRBcheint im Laufe der Evolution erst viel spater

entstanden zu sein, es wurde bisher auch nur besnsthen entdeckt (56). Ob der
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Organismus FLIR oder FLIR bildet, ist einzig von einem Nucleotid-Polymorphiss im
FLIP-Gen abhangig (56). Allerdings wird Flgesentlich starker exprimiert als FIRI(56),
c-FLIPs — und auch c-FLIR— sind Inhibitoren der Apoptose (15). Sie verhimddie am
Fas-, TNFR1- oder TRAIL-Rezeptor hervorgerufene ptpse, indem sie sich an die DED
von FADD hangen und diese dadurch fir die Procaspablockieren oder aber mit
Procaspase-8 um diesen Platz wetteifern (15) ¢36LIP inhibiert somit die Aktivierung von
Caspase-8 durch FADD (13). Hohe Mengen an kurzenP Hind daher oft mit der
Entstehung von Krebs assoziiert, da der Zelltod dlee Todesrezeptor-Signalweg gestoppt
werden kann (41).

Dagegen nimmt c-FLIP eine Sonderstellung ein. Abhangig von seinem Egmwaslevel
kann es sowohl als Inhibitor oder auch als Aktivates extrinsischen Signalweges fungieren
(15) (61). Wenn c-FLIPin physiologischen und somit eher geringen Mengerkammt,
fordert es die Apoptose und ist ein potenter Akbvaszon Caspase-8 (15) (35). Es wird im
DISC verstarkt angereichert und kann dort den Mloggder Caspase-8-Aktivierung durch
Hetero-Dimerisierung katalysieren (22) (61). Dabat das Caspase-8-cFI_tPleterodimer
sogar eine groRere Affinitdt zum CD95-FADD-Komplals das Caspase-8-Homodimer (62).
FLIP vermittelt seinen proapoptotischen Effekt Gl Protease-ahnliche Doméne (61). Die
aktivierte Caspase-8 wiederum kann FLBthneiden (62). Bei einem starken Anstieg der
ektopen c-FLIP-Expression wird FLIP zum Apoptoseinhibitor (61)al&i kann es sogar den
durch Chemotherapeutika induzierten Zelltod verbind(63). Tritt es in extrem hohen,
unphysiologischen Mengen auf, wirkt c-FLIRytotoxisch und kann sogar von sich aus den
Apoptosevorgang aktivieren (61).

Sind FLIR und FLIR beide Uberexprimiert, kénnen sie den Apoptosevaygerheblich
unterdriicken, wenn die Apoptose Uber die Todestemap begonnen wird (35) (22). Dabei
wird vor allem die vollstdndige Caspase-8-Aktiviegublockiert (61). Nukledres NkB kann

die c-FLIP-Expression im Rahmen seines antiapauioin Programmes steigern und so das
Uberleben der Zelle sichern (35). Umgekehrt kaniPRden NFxB- und den Erk-Signalweg
aktivieren (57). Tierversuche zeigten, dass betreferstorung von c-FLIP in T-Zellen von
Mausen die Interleukin-2 Produktion stark abnahg).(2

Die beiden FLIP-Splei3varianten sind aber nicht enkoreguliert (61). Die lange Variante
scheint sogar ein besserer Inhibitor zu sein al®HE8).

FLIP wird vor allem in Muskelzellen, im Herzen uimdlymphatischem Gewebe, aber auch
vielen anderen Zellen exprimiert (58). FLIRat eine molekulare Masse von ca. 55 kDa,
FLIPs und FLIR; sind ca. 28 kDa schwer (58). Das Gen, das c-Fld#éfiekt, ist mit dem

22



Caspase-8 und -10-Gen eng miteinander verbunden \(B&itere Bezeichnungen fur FLIP
sind CFLAR ¢aspase-8 and FADD-like apoptosis regulatd+FLICE (inhibitor of FLICE),
CASPER ¢aspase-eight-related protginFLAME1 (FADD-like antiapoptotic molecule),l
CASH (caspase homolgg CLARP (caspase-like apoptosis regulatory projeoder MRIT
(MACH-related inducer of toxicijy(13) (64).

FLIP ist in Krebszellen haufig mit verstarkter Egpsion zu finden und oft fir die Resistenz
der Tumorzellen gegeniiber dem Fas-Liganden oderlIRérantwortlich (59) (61). Dazu
zahlen vor allem kolorektale Karzinome, Pankreaskam, Hodgkin-Lymphom, Melanom,
Ovarialkarzinom, Zervixkarzinom und Prostatakaren¢s9). Konnte in Versuchen die c-
FLIP-Konzentration kiinstlich gesenkt werden, zeigitth eine verbesserte Sensitivitat der
Zellen fur Todesstimuli (59). Dies ist ein interaster Aspekt fur die Entwicklung neuer
Behandlungsmethoden bei Tumorpatienten.

Neben der Apoptose-Modulation dbernimmt FLIP abeicha noch weitere zellulare
Funktionen. So ist es an der Zellmigration betgilzgB. indem es bei HeLa-Zellen die fokale
Adhasionskinase aktiviert (22). Aul3erdem hat eg eirchtige Aufgabe in der Homoostase
von T- und B-Zellen (56).

Caspase-8, FADD, pFADD und FLIP sind somit vieli@tund bedeutende Proteine fur den

Ablauf des extrinsischen Apoptose-Signalweges.

1.3 Tumorgenese

Proliferieren im Organismus Zellen ungebremst undrden dabei zu wenige Zellen

apoptotisch, deren Genom noch dazu z.B. durch dubmioder physikalische Kanzerogene
verandert ist, kann Krebs entstehen (25) (65). Thimorgenese ist ein komplexer Prozess,
der mit Entartung koérpereigener Zellen durch St§em der normalen Regulation der
Proliferationsfahigkeit einhergeht (66). Zu den ¢&sthen Verdnderungen gehoren
beispielsweise Punktmutation, Deregulation oderef@h eines Protoonkogens, Anti-

Onkongens oder Wachstumsfaktors (36). Entscheide#idder Krebsentstehung ist die
Tatsache, dass Tumorzellen gegen Apoptose oftteasisind (25), bzw. dass sie unfahig
sind, auf apoptotische Stimuli mit dem Zelltod magieren (30). Krebszellen infiltrieren und
zerstéren ihre Umgebung und kdnnen Metastasen inzega Koérper bilden (66). Das

Gleichgewicht von Wachstum und Differenzierunggisstort (66).
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1.3.1 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Um eine ungebremste Krebsentstehung zu verhindemterliegen Wachstum, Differen-
zierung und Zelltod komplexen Regulationsmechanmsn{€7). Dazu gehéren auch
Antionkogene, die den Zellzyklus an verschiedentzilé® anhalten kdnnen (66). Werden
Fehler am Erbgut der Zelle festgestellt, werdersalientweder repariert oder die Zelle wird
apoptotisch (66). Die wohl bekanntesten Antionk@genoder auch Tumorsuppressorgene
genannt — sind p53 und das Retinoblastomprotein (@) (68). pRb kann die fur den
Ubergang in die Synthese-Phase des Zellzyklus lggeintTranskriptionsfaktoren binden und
inaktivieren (66). Erst wenn pRB phosphoryliert usdmit inaktiviert wird, konnen die
Faktoren freigesetzt werden und der Zellzyklustléuditer (66) (69). P53 — der Wachter des
Genoms — hemmt mit Hilfe von Mediatoren, z.B. pa&n Ubergang in die S-Phase bei
DNA-Schaden und kann proapoptotische Signale aktwi (66) (70).

Eine wichtige Entdeckung in der Krebsforschung dg¢ Tatsache, dass in Krebszellen
Mutationen stattfinden, die zu einem Funktionsva&rlwon Tumorsuppressorgenen und
gleichzeitig zu einem Funktionsgewinn von Onkogefigmen (71) (72). Tumorsuppressor-
gene entfallen somit als Kontrollelemente und ssilteert eine gesteigerte Proliferationsrate,
die Wachstumsregulation ist ganz oder teilweisgeubben (69). Protoonkogene sind fur das
physiologische Zellwachstum benétigte Gene. Didumoren vermehrt aktiven Onkogene
fordern als zellulare Onkogene Tumorwachstum (B&p Weiteren gibt es virale Onkogene,
die zur permanenten Aktivierung des zur Proliferatbendttigten Signalweges fuhren (66).
Die Veranderungen der an der Wachstumsregulatideiliggen Faktoren entwickeln sich
aber meist Uber einen langen Zeitraum (71). Zudeigt msich mit steigendem Alter eine
erhohte Inzidenz filr das Auftreten bésartiger Erkumgen (71). Etwa alle itwellteilungen

entsteht eine Krebszelle, zur Erkrankung kommteegeolem Dritten (65).

1.3.2 Zellphysiologische Eigenschaften von Karzinarellen

Im Vergleich zu gesunden Zellen werden Karzinonerebechs entscheidende, zellphysio-
logische Eigenschaften zugesprochen, die ihr uegettes Wachstum erleichtern: dazu
zahlen selbststandige Bildung oder Expressionssigig von Wachstumsfaktoren, Resistenz
gegeniber wachstumshemmenden Signalen, Umgehen Ageptose, grenzenloses

Replikationsvermdgen, selbstinduzierte Angiogenesd Invasion anderer Gewebe bzw.
Metastasierung (71). Diese Veranderungen habenb&ttahe alle Krebszellen angeeignet,

wéahrend sie den zahlreichen KontrollmechanismerQiganismus entkommen sind (71).
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Normalerweise bendtigt eine Zelle Wachstumssignaben Nachbargewebe oder ber
endokrine Mediatoren, um proliferieren und in deallZ/klus eintreten zu kénnen (71).

Tumorzellen jedoch kdnnen ihre eigenen Signale riene® und dadurch ihre Abhangigkeit
von der Umgebung reduzieren (71). Sie entwickelnsalgedene Strategien, um einen
terminal differenzierten Zustand zu umgehen, z.Brckl gesteigerte Expression des
Onkogens c-myc, das einen Transkriptionsfaktor éadb65).

Apoptoseresistenz ist ebenso eine sehr wichtigerSichaft flir Tumoren. In weit Gber 50%
der menschlichen Krebsarten wurde diese durch Fmskterlust des Tumorsuppressors p53
erreicht (70) (73) (74). Die Inaktivierung von pbigtet den Krebszellen die Méglichkeit, den
intrinsischen Signalweg zu umgehen (74). Daheessimitunter Gegenstand der aktuellen
Forschung, p53 wieder aktivieren zu konnen odeiatineg) Regulatoren zu inhibieren (65).

Gesunde Zellen kénnen nur etwa 60-70 mal den Tgsiomozess durchlaufen (71). Daflr
verantwortlich sind die Telomere, die das Chromcmoemde bilden (75). Bei jeder

Zellteilung geht ein Stuck der vielen TTAGGG-Repeatrioren, das die DNA-Polymerase
nicht replizieren kann (75) (76). Maligne Zellennggegen besitzen die Fahigkeit, die
Verkirzung ihrer Telomere durch das Telomerase-Bnzzu verhindern und somit

unbegrenzte Zellteilung zu ermoglichen (67) (7lipDst ein interessanter Ansatzpunkt fur
die Entwicklung neuer Behandlungsmadglichkeiten (68)

Des Weiteren konnen Tumorzellen Einfluss auf Angigse-hemmende (z.B.

Thrombospondin-1) und -foérdernde (z.B. VEGF, FGI1Faktoren nehmen und deren
Expression zu ihrem Vorteil regulieren (71). Dadiuk®nnen Tumorzellen dann auch in
andere Gewebe metastasieren, ohne von den umgebZetllen abhangig zu sein und an
Orte wandern, an denen Platz und Ernéhrung nictitidirt sind (71). Normalerweise kdnnen

Zellen in der Blutbahn und ohne angemessene Umgebicht tGberleben (68) (72); bei

metastasierten Zellen findet man dafur allerdingpréssionsanderungen in Zell-Adhasions-

molekilen (CAMs, z.B. E-cadherin) und extrazellalaProteasen (71).

1.3.3 Therapieansatze

Die meisten Therapieformen — v.a. die Chemotherapigeersuchen Krebszellen zu téten,
indem der intrinsische Apoptosesignalweg aktiviesird (68). Aber Defekte im
programmierten Zelltod kbnnen zu einer Resistegegéber zytotoxischen Therapien fuhren
(25). Aktuelle Ansatze in der Krebstherapie bestetennoch darin, Tumorzellen apoptotisch
werden zu lassen und die erworbenen Resistenzmisotemzu umgehen (25). Im Zentrum

der Forschung stehen dabei inhibitorische ApopRrsteine (IAPs), die die Caspase-

25



Funktion endogen unterdricken koénnen und dadurck Aasprechen auf Therapien
erschweren und eine weitaus schlechtere Prognosdrkba (25) (77) (73). Erste
Experimente befassten sich dabei mit der Entwiagkhon XIAP (X chromosome-linked IAP
Antisense-Oligonucleotiden; es zeigte sich wenif@moraktivitat, die Zellen sprachen auf
Bestrahlung, Chemotherapie und TRAIL-induziertetitde viel besser an (25). Zudem sind
einige endogene Proteine bekannt, die IAP antagoars kbnnen (25). Dazu z&hlen
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 und XAF1 (25). XAF1 ist einukledres Protein, das XIAP
antagonisieren kann, indem es dieses im Kern bifd&t. Es wird unter Anderem bei
Darmkrebs als Tumorsuppressorgen angesehen (25).

Manche Tumorzelltypen sind fir die TRAIlkufor-necrosis-factor-related-apoptosis-
inducing-ligand induzierte Apoptose sensibel (79). Daher konnex Apo2L/TRAIL-
Signalweg fur die Weiterentwicklung von Krebstheempan Bedeutung gewinnen (74).
TRAIL ist dem Aufbau von FasL oder anderen TNF-vamdten Proteinen sehr &hnlich; es ist
ein vielversprechendes Agens bei der Bekdmpfung amorzellen (79) (80). Auch die
Stimulation des Rezeptors mit TRAIL vermittelt d#dung des DISC, allerdings kénnen
sich z.B. durch Mutationen von FADD oder Caspadee8istenzen gegeniber dem TRAIL-
Signal bilden (79) (80).

1.3.4 Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms

Bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms ggbeinige Besonderheiten im Vergleich
zu anderen Tumoren:

Das kolorektale Karzinom ist die Konsequenz mehrgenetischer (z.B. Genmutationen,
Genamplifikationen) und epigenetischer (z.B. Chronmaodifikationen, atypische DNA-
Methylierungen) Verédnderungen, die Darmepithelreli®i Adenokarzinom-Zellen trans-
formieren und zu einer atypischen Methylierung vimmmorsuppressorgenen filhren (76).
Vorherrschend sind dabei die Mikrosatellitenindt&dii mit einem Auftreten bei ca. 20%
aller Kolonkarzinomzellen und die Chromosomeningtab mit ca. 85% (76). Auch
zahlreiche Proteine, die an der Kontrolle des Zklirs beteiligt sind, sind davon betroffen
(76). Die genomischen Veranderungen treten im RBsoder Tumorentstehung sehr frih auf
(76). Dennoch steht zu Beginn der kolorektalen Kegenese die Inaktivierung des APC-
Tumorsuppressorgens, gefolgt von Mutationen im @eko K-ras und im Tumor-
suppressorgen p53 (81). Da APC mit dem Protoonkdigeatenin interagiert, wurde ein
Zusammenhang der Darmkrebsentstehung mit dem fAtrdtenin/TCF-Signalweg postuliert
(81). Tatsachlich sind bei 70-80% der kolorektakarzinome Defekte im Wnt-Signalweg
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nachweisbar bzw. APC ist dort nicht aktiv (81). Daint-Signalweg hat eine wichtige
Funktion bei der Zellentwicklung und der Gewebshostése (81). APC ist dafur
verantwortlich, das frei@-catenin zusammen mit der Glykogen-Synthase-Kidgsend mit
Axin-Proteinen zu regulieren (81). Kommt es zum IW&r der APC-Funktion, der
Inaktivierung von Axin oder der verstarkten Aktinaeg von B-catenin, resultiert eine
zellulare Anhaufung voff-catenin (81). Daraufhin werden Gene wie z.B. c-hoyclin D1
oder ITF-2 Tcf-abhéngig vermehrt exprimiert, der tvignalweg wird inaktiviert (67) (81).
APC ist hauptsachlich bei der familiaren adenonmetdolyposis mutiert, kann aber auch bei
sporadisch auftretenden Tumoren veréandert sein (67)

Auch die unregelmaliige Expression oder Funktion @aspase-8 durch Mutationen wurde
im kolorektalen Karzinom gefunden und kann die Eoklung, das Fortschreiten und die
Behandlungsresistenz des Tumors fordern (30). Dgeswevurden bereits mehrere Strategien
entwickelt, um die Caspase-8-Expression bei Tunm@mmn wieder zu steigern, dazu zdhlen
demethylierende Agenzien und Interferon (30).

Bcl-2, einer der relevantesten Apoptoseinhibitorevird beim kolorektalen Karzinom
verstarkt exprimiert (82). Survivin ist ein neuestlltes antiapoptotisches Gen, das vor allem
in Darmkrebszellen gefunden wurde (82). Die Co-Egpion von Bcl-2 und Survivin ist mit
einer schlechteren Prognose verbunden (82). Auffevderde kirzlich ein Gen identifiziert,
das Hinweise Uber die Wahrscheinlichkeit des Atdtre von Metastasen beim
Kolonkarzinom geben kdnnte (83). Ist die Aktivitlieses MACC1-Gens erniedrigt, scheint
das Metastasierungsrisiko geringer und damit dimheerwartung erhoht (83).

Zudem ist bei metastasierten kolorektalen Karzinorze 70% eine EGFR-Expression
nachgewiesen und mit einer schlechteren Prognoseunvden. Der epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR ist ein Transmemboagip und reguliert Prozesse wie

Proliferation, Migration, Invasion, Angiogenese ulgbptose. (65).

1.4 Tumorsuppressorgenkandidat DRO1

Eine besondere Bedeutung fur das Verstandnis derdkbalen Karzinogenese und dessen
Behandlungsoptionen kénnte die Entdeckung des Tsuppressorgenkandidaten DRO1
haben:

Die Transformation normaler Epithelzellen durch Ogéne resultiert aus grundlegenden
Veranderungen im transkriptionellen Programm eidelte. Der Wnt-/AP(J3-catenin/TCF-

Signalweg ist, wie bereits erwahnt, davon haufigdfien (84). Deshalb sollten neben Genen,
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die durchB-catenin aktiviert werden, in einem Experiment abem Gene untersucht werden,
deren Vorhandensein dur¢hcatenin erheblich gesenkt wird (84). Dabei wurde &en
entdeckt, das ifi-catenin transformierten RK3E-Zellen nur schwachrewiert wurde (84).
Da diese Expressionsabnahme nicht nur bei Zellenmi g-catenin transfiziert wurden, zu
sehen war, sondern auch in RK3E-Zellen mit den Qeken Ras, GLI oder c-Myc und vor
allem in Kolonkarzinomzelllinien wurde das GBoown-regulated by oncogenes(RO1)
genannt (84).

Dieses Gen konnte bisher sowohl beim Menschenuals bei der Ratte isoliert werden (84).
Beim Menschen wird es vor allem in der Mukosa desnizs, im Kolonepithel und im
Pankreas exprimiert, bei der Ratte wurde es in eurRRankreas, Haut, Fett und Hoden
nachgewiesen (84). DRO1 wird besonders in epitleeli@eweben exprimiert, die haufig von
neoplastischen Transformationen betroffen sind beddenen Gberwiegend der Wnt- und
Ras/Raf- Signalweg dereguliert ist (84).

Das DRO1-Protein ist ein 109 kDa grol3es Molekul bedteht aus 951 Aminosauren (84).
Als exprimiertes HA-immunoreaktives Protein ist ¥¥) kDa grof3 (84). Das Gen ist beim
Menschen auf dem Chromosom 3q13.2 lokalisiert (8&ch Immunofloureszenz konnte
nachgewiesen werden, dass DRO1 hauptsachlich ims@dgtasma und nur geringflgig im
Endoplasmatischen Reticulum und im Golgi-Apparat fmden ist (84). DRO1 wird
posttranslational durch N-Glykosylierung modifizjedeshalb ist anzunehmen, dass es zum
Teil im Endoplasmatischen Reticulum hergestelltrdoarbeitet wird (84).

Nach der Sequenzierung von DRO1 konnte dessen Aufiemauer beschrieben werden:
DRO1 enthélt ein Signal-Peptid und besitzt dreetipe Sequenzen, dimternal Repeats
die aus je 142-147 Aminosauren aufgebaut sind (84).

Eine wichtige Entdeckung ist die Tatsache, dass DR®Aufbau dernternal Repeat&ine
groRe Ahnlichkeit zu dem Tumorsuppressorgen DRSSBRPX/ETX1 —down-regulated
by src/Sushi-repeat Protein on the X-chromosoregjt (84)

DRS wurde entdeckt, als eine stark unterdriickterésgion von DRS nach neoplastischer
Transformation von Fibroblasten nachgewiesen wudedurch verschiedene Onkogene wie
z.B. v-src und v-K-ras hervorgerufen wird (84) (8®ulRerdem ist DRS bei malignen
Veranderungen von Kolon, Harnblase, Ovar, Lunge Brmktata nur in geringen Mengen
nachweisbar, in gesundem Gewebe aber stark expri(@ (86) (87) (88). Bei kolorektalen
Adenomen mit milden Atypiezeichen konnte eine digante Expression von DRS-mRNA

gefunden werden, wohingegen bei Adenomen mit meelefstypie und fokalem Karzinom

28



die Expression stark reduziert war (86). Dies &ge Korrelation der erniedrigten Expression
von DRS mit der Entwicklung eines kolorektalen Adlkearzinoms nahe.

A — oRS
I ’j[-(-’_‘ DRO1

Signalpeptid .l Internal Retpeav Coiled-Coil-Region
A Sushi-Repeat O Hydtagion

S

Abb. 4 Schematische Darstellung der Struktur von DRS und BO1 beim Menschen(84)
Beide Molekile besitzen ein Signalpeptid. Das maémRepeat von DRS/SRPX/ETX1 findet sich dreimal in
DRO1 wieder.

Die drei Internal Repeatsyon DRO1 sind der carboxy-terminalen Region vonSDgehr
ahnlich (84). Jedes der DRMRepeatstimmt zu circa 30% mit der carboxy-terminalen DRS
Region Uberein (84). Das carboxy-terminale DRS{Stéothélt eine transmembrantse
Region (86) (88). Da diRepeatsn DRO1 die am meisten konservierten Bereiche, ssices
sehr wahrscheinlich, dass sie aufgrund der Ahnéithdu DRS eine funktionell sehr wichtige
Region darstellen (84).

Experimente mit Deletionskonstrukten von DRS zeigteéass die Suslitepeatsund das
Internal Repeatdie entscheidende Region fur die Funktion des Traappressor sind und
auch alle drei Sushrepeatsbendétigt werden (89) (90). Tumorentstehung kannSDR
verhindern, indem es die Aktivitdt von Caspase-22und 3 steigert (89).

DROL1 ist zudem strukturell sehr &hnlich aufgebaiet Bquarin-L und URBUp-regulated in
bombesin receptor sub-type-3 deficient mypudas bei Mausen gefunden wurde, so dass es
sich bei DRO1, URB und Equarin wahrscheinlich ura gkeiche Molekil handelt (84) (91).
URB wurde in verschiedenen Organen nachgewiesenyviBesch und Ratte ist es vermehrt
im weiRBen Fettgewebe zu finden, scheint aber begrg#wicht und bei metabolischem
Syndrom reduziert zu sein (91). Wahrend der oséstischen Differenzierung von Zellen im
Knochenmark ist die Expression von URB erniedriif)( Aul3erdem wurde entdeckt, dass

URB in Hautpapillen stark exprimiert wird und na&itimulation mit Androgenen das
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Haarwachstum fordern kann (93). Grof3e Mengen sindearz, Pankreas, Muskel, Thymus
und Dinndarm vorhanden, schwacher exprimiert wiRBUn Plazenta und Milz, gar nicht
nachgewiesen wurde es im Gehirn, Niere, Leber unmhe (92). Aber wie fir DRO1 scheint
auch URB eine Rolle bei der Apoptosevermittlung Yomorzellen zu spielen (91).

Das CL2-Gen, dessen Expression beim Menschen plastschem Schilddriisengewebe und
beim Ovarialkarzinom stark erniedrigt ist, aberhaurcvielen anderen Geweben zu finden ist,
ist neben DRO1, DRS und Equarin das vierte HomalogyRB (94). Es stimmt zu 84% mit
URB Uberein (92). CL2 kodiert 949 Aminosauren umdhélt drei Doménen; zusatzlich
besitzt es ein Signalpeptid und mehrere Nh&c(ear localization signa)g94). Auch diesem
Gen werden die Eigenschaften eines Tumorsuppressomyigeschrieben (94).

Die hochkonservierten Regionen von CL2/URB/Equérirsind noch einem weiteren
Verwandten von DRS sehr ahnlich, das als Zielgens deromyelozytischen
Leukamiefusionsprotein E2A-HLF kloniert wurde und 8RPUL §ushi repeat protein up-
regulated in leukemjabezeichnet wird (84). Somit kdbnnte man alle Mdalek die dieses
Repeatenthalten und auch funktionell verwandt sind, zeeineuen Proteinfamilie mit dem
sogenannten DUDERepeaf{DRO1-URB-DRS-equarin-SRPUL) zusammenfassen (84).
Auch das erst vor kurzem beschriebene Protein @cefled-coil domain containing §Gst

als Homolog von DRO1 und URB anzusehen (95). Ccad@dfur die Inhibition der T-Zell-
Faktor-vermittelten Transkriptions-Aktivitat bergitiund auch fur die Verminderung der
Expression von Zielgenen des Whtlatenin-Signalweges (95). Es spielt eine kritisRodle
bei der Vermittlung des Ubergangs von Adipozytensiafen zu ausdifferenzierten
Adipozyten und kontrolliert dabei den WpHZatenin-Signalweg (95). Aul3erdem kann
Ccdc80 bei Uberexpression die Adipozyten-Differenmng hemmen, wird dafiir aber
wiederum auch bendtigt; es hat also positive urghtiee Effekte auf die Adipogenese (95).
Bei verschiedenen Krebszelllinien ist die Expressierheblich vermindert; die ektope
Expression von Ccdc80 hemmt die Wachstumseigertechabn Tumorzellen und Ccdc80
hat somit tumorsupprimierende Eigenschaften (95).

Da DRO1 ein Signalpeptid enthalt, wurde auch untés ob es als Protein aus der Zelle
ausgeschleust wird. Allerdings konnten im Uberstamdgeringfiigige Mengen nachgewiesen
werden und auch Antiserum gegen DROL1 brachte kederas Ergebnis, so dass DRO1 nicht
als Sekretionsprotein angesehen wurde (84).

Die DRO1-Expression ist in Kolon- und Pankreas-kesilen stark unterdriickt (84). Dies
zeigte ein Versuch, bei dem mehrere kolorektaleparnkreatische Krebszelllinien auf DRO1

untersucht wurden (84). Somit liegt die Vermutumadpey dass bestimmte Onkogene — direkt
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oder indirekt — die DRO1-Expression vermindern k&mi(84). Noch nicht endgiiltig geklart
ist, wie die Expression von DRO1 in Kolonkarzinomhee reduziert wird. Eine direkte
Regulation der DRO1-Expression durch DNA-Hypermi¢nyng ware moglich, da bei
Krebszelllinien, die mit Hilfe eines 5-azacytidire®enz DRO1 demethyliert wurden, DRO1
geringfigig mehr nachgewiesen werden konnte (84¢rmMitlich wird DRO1 jedoch
transkriptionell unterdriickt (84). Es ist denkbdass Repressoren an den DRO1-Promoter
binden und dadurch die Expression verhindern (84).

Anhand von Versuchen mit mehreren Kolonkarzinoninedh wurde festgestellt, dass bei
Reexpression von DRO1 das Wachstum maligner Zekeluziert werden konnte (84).
Zudem stieg bei Zellen, die DROL1 enthielten und aeiin CD95-Antikorper APO stimuliert
wurden, die Apoptoserate (84). DRO1 scheint somitvéelsprechender Tumorsuppressor-
genkandidat zu sein, indem es zwar das Zellwachsider die Apoptoseinduktion nicht
direkt beeinflussen kann, aber die Zellen fur aptgthe Signale sensibilisiert (84).

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass DRO1 das kgaem von Krebszellen durch Anoikis
inhibieren kann (84). Als Anoikis bezeichnet maneebesondere Form der Apoptose durch
Ablésung der Zellen von ihrer Umgebung. Wenn Ze#iexh von den Nachbarzellen oder der
Basalstroma loslésen, mit denen sie normalerweisgagieren, werden sie apoptotisch (15)
(65). Der Grund daflr ist, dass sie ihre Zell-A€lintakte verlieren und der Zelle somit
notwendige Uberlebenssignale entzogen werden,wtghdntegrine und Cadherine vermittelt
wurden (65). Tumorzellen haben sich aber Fahighaitggeeignet, mit deren Hilfe sie dieser
Situation entgehen. Sie kdnnen Signale, die nomvalse Apoptose auslosen und die Zellen
zerstoren wirden, inaktivieren (15). Somit sind d@rlust der Zellverankerung und die
Anoikis kritische Schritte wahrend der neoplastestfiransformation (84). Auch DRS fluhrt
zur Unterdrickung des Verankerungs-unabhangigemgiiams (88) (90); Caspase-8 scheint

in diese Ablésungs-induzierte Apoptose verwickalsein (31).

1.5 Fragestellung

Bei der kolorektalen Karzinogenese kommt es maist Xerlust der DRO1-Expression in
den Krebszellen. Frihere Arbeiten haben gezeigis dRO1 Tumorzellen fur die APO-
induzierte Apoptose sensitivieren kann.

Da dennoch viele Eigenschaften von DRO1 noch undilad und um die Bedeutung von
DRO1 als Tumorsuppressorgenkandidat bei der Enisteldes kolorektalen Karzinoms
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besser verstehen zu kdnnen, habe ich in meiner dRimmsarbeit folgende Fragestellungen
untersucht:
1. DRO1 fihrt bei Kolonkarzinomzellen zu einer gesteign Sensitivierung fur die
Rezeptor-vermittelte Apoptose.
Kann DRO1 eine Veradnderung der Expression versehed Apoptosemolekile
bewirken, um dadurch eine Steigerung der Apopttsena erreichen? Uber welchen
Mechanismus sensitiviert DRO1 Zellen fur die Ap@at®
2. Welche Strukturen und welche Domanen des DRO1l-iAs&nd entscheidend fur
dessen Funktion als Tumorsuppressorgen und weldalischnitte spielen eine
untergeordnete Rolle? Kann man anhand von Deldomssrukten und deren
Transfektion in Kolonkarzinomzelllinien duré@olony Forming Assaysine Aussage
Uber die Bedeutung einzelner struktureller Bereiohe vor allem Uber die hoch

konservierten Abschnitte dérternal Repeatsreffen?
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2. Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 PCR

Zunachst wurden die Primer (Metabion, Martinsri€dbelle 1) fur die gewlinschten DRO1-
Konstrukte mit DNAase/RNAse freiem Wasser (GIBC@itimgen, Paisley/UK) gel6st und
zu einer 20uM Stock-Konzentration verdinnt. Als Mge diente der Vektor pGB608 mit

8312 Basenpaaren; dieser besteht aus dem mit DR&@Efizierten Plasmid pcDNA3

(Invitrogen, Paisley/UK Um einen einheitlichen Reaktionsansatz zu erhakamrde ein

Mastermix erstellt (Tabelle 2).

Primer:MutanteA | fw | DRO1_ECOR1_1 FW 5 GCGA GAATTC ATG ACA
TGG AGAATGGGAC 3
rv | DRO1_NHE1 408 RV |5 GACG GCTAGC GGA CCC
CGA AGG GAAAC 3
MutanteB fw | DRO1_ECOR1 1 FW 5 GCGA GAATTC ATG ACA
TGG AGAATGGGAC Z
rv | DRO1-NHE1 873 RV |5 GACG GCTAGC CAC CAC CTG
GCCCTCTAC 3
MutanteC fw | DRO1_ECOR1_1 FW 5 GCGA GAATTC ATG ACA
TGG AGAATGGGAC 3
rv. | DRO1_NHE1 2292 RV | 5GACG GCTAGC CTATTT GTC
CTCTTT GCA AAC AATGC 3
MutanteD fw | DRO1_ECOR1 2293 FW 5 GCGA GAATTC ATG AAG
CAG TCC CTG GAG AAC 3
rv | DRO1 _NHE1l 2853 RV | 5GACG GCTAGC GTA AGG
GTATCCATG GT 3
MutanteE fw | DRO1_ECOR1 1810 FW5 GCGA GAATTC ATG TTC ACG
CAG AGT CCC AAG 3
rv | DRO1_NHE1l 2853 RV | 5GACG GCTAGC GTA AGG
GTATCCATG GT 3
MutanteF fw | DRO1_ECOR1_ 385 FW| 5GCGA GAATTC ATG TTG CGT
TTCCCTTCGG 3
rv | DRO1 _NHE1l 2853 RV | 5GACG GCTAGC GTA AGG
GTATCC ATG GT 3
Tabelle 1
Mastermix fir 20l Ansatz: 2 ul 10x Puffer
0,5 ul dNTP’s (Chemicon/Millipore, Billerica)
0,2 ul fwPrimer
0,2 ul rvPrimer
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1 pul Plasmid—DNA pGB608 (=DROL1 in pcDNA3)
0,5 ul Pfu-Polymerase

15,6 pl DNAase/RNAse freies Wasser

20

Tabelle 2

Trotz der langeren Replikationsdauer — gegentberTdg-Polymerase — wurde die Pfu-
Polymerase (Fermentas, Ontario) wegen der hoheseaugkeit und der 3°-5"- Exonuclease-
Aktivitat (Korrekurleseaktivitat) ausgewahlt (963ls Kontrolle wurde ein Reaktionsansatz
ohne Zugabe von Plasmid-DNA erstellt.

Folgendes PCR-Programm (PCR-Gerat: DNA Engine, ROG- MJ Research) wurde

angewendet:

1. 95°C 3 Minuten Aktivierung der Polymerase

2. 95°C 30 Sekunden Auftrennen der DNA-Strange
3 55°C 30 Sekunden Annealing der Primer

4. 72°C 6 Minuten Elongation

5 2.-4. 30 Zyklen

6 72°C 10 Minuten Finale Elongation

7 10°C Abkuhlen

Tabelle 3

2.1.2 Auftrennung von DNA-Molekilen im Agarosegel

Zur Auftrennung und Identifizierung der DNA-Fragnerwurde ein 1,5%iges Agarosegel
gegossen. 1,5g Biozym LE Agaras¢Hess. Oldendorf) und 100ml TAE-Puffer (Tris-Adeta
EDTA-Puffer) wurden fir 4,5 Minuten bei 800 Watt ger Mikrowelle zum Kochen
gebracht, bis sich die Agarose vollstandig gelést Eur Farbung der DNA wurden 10ul
Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt) dazu gegeben.MNEcharten wurde das Gel in eine
Elektrophoresekammer gelegt und diese mit TAE-PuHtégefullt. 20ul des PCR-Produktes
wurden mit 2ul Ladepuffer (6x Loading Dye SolutiégtR0611, Fermentas, Ontario) versetzt
und das gesamte Volumen in die Geltaschen geflilét. Gréienmarker wurden 5ul des
GENE RULER 1kb DNA Ladder Plus#SM1343 (Fermentas, Ontario) eingesetzt.

Bei der Agarosegel-Elektrophorese wurden fur caMifuten 120V Spannung angelegt.
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.
Konstrukte: A B C D E F

Abb. 5 Kontrolle der Mutantengrofle
Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente im Agarosag#&etrennt und mit Hilfe des Markers die Grof3e de
Konstrukte kontrolliert.

2.1.3 Gelextraktion
Die DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht sichtbarngeht und zigig aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. Zur Aufreinigung derstieke wurde das Kit NucleoSpin

Extract Il von Macherey-Nagel (Duren) verwendet emdkt nach Anleitung vorgegangen.

2.1.4 Ethanolprazipitation von DNA-Molektlen

Um die Nukleinsaure-Losung von Alkohol- und andefeaktionsresten vollstandig zu
reinigen, wurde nach der Gelextraktion eine Etharddiipitation vorgenommen.

Dazu wurde das Volumen der Losungen zunachst aQfillthit DNAse/RNAse freiem

Wasser aufgeflllt. Anschlielend wurden je 10ul 3BHRRffer (Qiagen, Hilden), 250pul
Ethanol absolut (Merck, Darmstadt) und 1,25ul Gbdo (20pug/ml; #361507,

Calbiochem/Merck, Darmstadt) dazu gegeben und guigcht. Dieser Ansatz wurde fur 15
Minuten bei —20°C inkubiert und danach 15 Minuten 4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die DNA mit 300j0Roigem Ethanol gewaschen.
AnschlieRend folgte wieder finf Minuten Zentrifuigat bei 4°C. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Gefal3 kurze Zeit offen stehkxssgm, um die DNA zu trocknen.
Dann wurde die DNA in DNAse/RNAse freiem Wasseiogel

2.1.5 Anhangen von Adenosin an PCR-Produkte

Die Pfu-Polymerase fligt im Gegensatz zur Tag-Polgse keine 3"-Adenosin-Uberhange
an. Diese sind allerdings fir die Ligation in einégktor mit Hilfe des TOPO-TA Clonirg
(Invitrogen, Paisley/UK) notwendig. Somit musste m@échsten Schritt mit Hilfe der Tag-
Polymerase (Qiagen, Hilden) ein Adenosin angehémegtien, um sogenannjsticky ends”
zu erhalten (97).
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Mastermix fur 6pl Ansatz: 1 pl Puffer
1l Hot Star Taq Polymerase
0,2 ul dATP (10mM)
3,8 ul DNAse/RNAse freies Wasser
6 ul

Tabelle 4

Dieser Mastermix wurde mit 4ul des aufgereinigt€@RPProduktes vermischt und fur 20
Minuten im Heizblock bei 70°C inkubiert.

2.1.6 TOPO-TA-Cloningd

2.1.6.1 Ligation
Um bei der Klonierung den Anteil an Klonen mit Inseu erhéhen, wurden die DNA-
Fragmente zunachst in einen TOPO-Vektor klonied).(®abei kam das Kit von Invitrogen

zum Einsatz, fur die Transformation wurden RHS5Bakterien (Invitrogen, Paisley/UK)

verwendet.

Ligationsansatz: 2 ul PCR-Produkt
1 pl Salzlésung (im Kit enthalten)
2 ul DNAse/RNAse freies Wasser
1 ul TOPO-Vektor
6 ul

Tabelle 5

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt, fur 5 Minuteai Raumtemperatur inkubiert und

anschlie3end auf Eis gestellt.

2.1.6.2 Transformation

Fur die Transformation wurden zunachst 2ul destlogaansatzes zu den — bereits auf Eis
stehenden — DHb-Bakterien (50ul/Reaktionsgefald) pipettiert, vansig gemischt und fur 20
Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte élitzeschock fur 30 Sekunden im 42°C
warmen Wasserbad, danach wurden die Eppendorf-&ef@fidrt auf das Eis zuriickgestellt.
Dann wurden je 250ul S.0.C. Medium (Raumtemperati2,1.6.3) zugegeben und die
Proben fir eine Stunde bei 37°C horizontal liegeeicd200rpm geschittelt.
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50u! des Bakteriengemisches wurden auf die Agagpigiipettiert und mit einem Glasspatel
ausgestrichen. Die Platten verblieben tber Naclyeaireht bei 37°C im Brutschrank.

2.1.6.3 S.0.C. Medium

Es wurde stets folgendes S.0.C. Medium verwendet:

SOB-Medium: 20 g Bacto-tryptane (Difco, Lawrence)
5 g Bacto-yeast-extract (Invitrogen, PaisldgU
0,59 NaCl (Roth, Karlsruhe)
2,5 ml 1M KCI (Roth, Karlsruhe)
Auf 1000 ml auffullen | HO

Tabelle 6

Anschlie3end wurde mit NaOH der pH-Wert 7,0 eingidsind das Medium autoklaviert.
Vor dem Aliquotieren wurden 20 ml 1M Glucoseldsyags D(+)-Glucose, Sigma, St.Louis)

zugegeben und die Aliquots bei -40°C aufbewabhrt.

2.1.6.4 Agarplatten

Die fur die Transformationen bendtigten Agarplatemden wie folgt hergestellt:

12,8g LB Agarl (Lennox L Agar, Invitrogen, Paisley/UK) wurden mi¥asser auf ein
Endvolumen von 400ml aufgefllt, mit Hilfe des Magriihrers vermischt und autoklaviert.
Sobald der Agar wieder abgekihlt war, wurden 408mbicillin (1mg/ml) zugegeben und
der Agar in die Platten gegossen.

Um Bakterienklone, die das Insert enthalten, begseerkennen, wurde das Blue-Withe-
Screening angewendet. Dazu wurden vor AuftragerBdé&teriensuspension pro Platte 20ul
X-Gal (50mg/ml, gelést in DMSO) und 100ul IPTG (Qyiol/l, gelést in Wasser, Fluka,

Buchs) ausgestrichen.

2.1.7 Screening der Bakterienklone
Die Bakterienklone wurden vor der Mini-Praparatioittels PCR gescreent, um moglichst
nur Kolonien mit Insert weiter zu verarbeiten. Damwrden mit einer Pipettenspitze

Bakterienklone gepickt und folgendem PCR-Ansatzpgetyen:
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Mastermix fur 20ul Ansatz: 2 ul 10x Puffer (®0'M, Stratagene, La Jolla)
0,5 ul dNTP’s
0,2 ul T7 Primer
0,2 pl SP6 Primer
0,2 ul Paq Polymerase
16,9 pl DNAse/RNAe freies Wasser
20

Tabelle 7

Fur die Positivkontrolle wurde 1pul eines Kontrokters eingesetzt, der Negativkontrolle
wurde keine DNA zugegeben.

Als PCR-Programm wurde eingestellt:

1. 95°C 2 Minuten Aktivierung der Polymerase

2. 95°C 20 Sekunden Auftrennen der DNA-Strange
3. 50°C 20 Sekunden Annealing der Primer

4. 72°C 1 Minute Elongation

5. 2.-4. 29 weitere Zyklen

6. 72°C 10 Minuten Finale Elongation

7. 10°C Abkuhlen

Tabelle 8

Zusatzlich wurden dann die Pipettenspitzen aufreieeien Agarplatte ausgestrichen und die
Platte an diesen Stellen markiert und nummerieré Blatte wurde in den Brutschrank
zurtickgelegt (37°C), damit fur die Weiterverarbeguwieder diese Klone anwachsen
konnten. Nach Beendigung der PCR, wurden die Prabérin Agarosegel aufgetragen und

die Grol3e der erschienenen Fragmente mit den etearBanden der Konstrukte verglichen.

2.1.8 Amplifikation und Aufreinigung von Plasmid-DNA

Im nachsten Schritt wurde LB-Medium mit den — dudas PCR-Screening ausgewdahlten —
Klonen beimpft. Dazu wurden zunachst je 4ml LB-Agait 4ul Ampicillin (Img/ml)
versetzt. Von der ausgestrichenen Agarplatte wdedw der jeweilige Klon gepickt und die
Pipettenspitze in das Agar-Réhrchen abgeworfen.Rdilerchen wurden Uber Nacht bei 37°C
im Schattler (225rpm) inkubiert.
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2.1.8.1 LB-Medium
8g LB Broth (Lennox L Broth Basé Invitrogen, Paisley/UK) wurden mit Wasser bis zu
einem Volumen von 400ml aufgefullt und aufgelésnsghlieend wurde das Medium

autoklaviert und nach Anbruch im Kihlschrank getage

2.1.8.2 Glycerolstocks

Zur langfristigen Aufbewahrung wurden noch vor d&ini-Praparation Glycerolstocks der
Proben angefertigt. Dazu wurden 700ul der Tagszangesetzten Bakteriensuspension (LB-
Medium mit Bakterienklon) mit 300ul Glycerin 1009Rdth, Karlsruhe) versetzt, gut
vermischt und bei —80°C eingefroren. Bei BedarfrikerLB-Agar angeimpft werden ohne die
Glycerolstocks auftauen zu lassen, indem mit eRipettenspitze leicht an der Oberflache
gekratzt wurde. Aus dem LB-Medium wurde dann wienr der Mini-Praparation DNA
aufbereitet.

2.1.8.3 Aufreinigung der Plasmid-DNA

Fur die Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde das Kiicleo-Spi] Plasmid von Macherey-
Nagel genutzt. Dabei wurde nach Anleitung vorgegandes wurden 4ml einer Bakterien-
kultur eingesetzt, die bei 37°C tber Nacht inkubresrden war.

2.1.8.4 Bestimmen der DNA-Konzentration

Nach der Mini-Praparation wurde die DNA-Konzentatider Proben am Photometer
(Ultrospec 3100 pro, Biochrom, Berlin) bestimmtn&iKontrolle zum Nullabgleich enthielt
100u!l DNAse/RNAse freies Wasser, den Proben wujdeBul entnommen und zu 98l
DNAse/RNAse freiem Wasser gegeben (Verdinnungsf&kip

2.1.9 Sequenzierung

Um sicher zu stellen, dass die nun vorliegende d§ifse Fehler enthélt, wurden die Proben
vor der Weiterverarbeitung sequenziert. Die Seqeemzg erfolgte durch MWG Biotech
(Ebersberg). Dafur wurden zwischen 100 und 150Indgp DNA bendtigt. Das Endvolumen
der abgegebenen Proben sollte 15ul betragen urdzias 5mM TRIS HCI enthalten. Mit
Hilfe des BLAST-Programmes (98yurde dann das Ergebnis der Sequenzierung mit der

gewinschten Sequenz verglichen und auf Mutationésrsucht.
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2.1.10 Restriktionsverdau

Im nachsten Schritt mussten die gewilnschten DNAskKakte wieder aus dem TOPO-TA-
Vektor ausgeschnitten werden, um sie in den audgemEndvektor einsetzen zu kénnen.
Nach Betrachten der Schnittstellen auf den Vekrbeka und aufgrund der ginstigen
Puffereigenschaften wurden die RestriktionsenzyrelNund EcoR1 ausgewahlt.

Zunachst wurde ein Reaktionsansatz fur Nhel etrstell

Reaktionsansatz fur Nhel: 3 ug DNA
3 ul 10x Tango Puffer (Fermentas, Ontario)
1 pl Nhel (BioLabs, Ipswich)
(abh.von DNA-Menge)DNAse/RNAse freies Wasser
30 pl
Tabelle 9

Die Proben wurden fur 4 Stunden in ein 37°C warkifesserbad gestellt. Danach wurden sie
10 Minuten lang im Heizblock bei 65°C erhitzt, unhédl zu inaktivieren. Nun wurde die

Pufferkonzentration ECOR1 angepasst:

Reaktionsansatz fur EcoR1:| 12 pl DNAse/RNAse fréiasser
7 pul 10x Tango Puffer
1yl EcoR1 (10u/ul, #ER0271, Fermentas, Ontafio)
20 pl
Tabelle 10

Dieser Ansatz wurde den Proben zugegeben, so dasEralvolumen nun 50ul betrug. Das
Gemisch wurde Uber Nacht bei 37°C im Wasserbadoieku

Am nachsten Tag wurden die Proben mit 5ul Ladepuféesetzt und die DNA in einem
1,5%igem Agarosegel in Rahmen (Vektor) und IngggtvMinschtes Fragment) aufgetrennt (s.
2.1.2). Das Insert wurde aus dem Gel ausgeschnittdres folgten Gelaufreinigung (s. 2.1.3)
und Ethanolpraziptation (s. 2.1.4).

Anmerkung: Auch das Plasmid pGB608 (pcDNA3 + DROAyrde durch diesen
Restriktionsverdau aufgeschnitten und aufgereisigilass dann pcDNA3 als Rahmen fir die

folgende Ligation verwendet werden konnte.
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2.1.11 Ligation und Transformation
Fur die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase von Ferrteen verwendet (1u/pl, #ELO015).
Auch hier wurde zunachst ein Mastermix angefertidgm anschlieBend die Inserts

beigemischt wurden.

Ligationsansatz 20ul: 1,5 pl Rahmen (pcDNA3)
8,5 ul Insert
3 ul T4-DNA-Ligase
2 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (Fermentas, Ontarip)
5 ul DNAse/RNAse freies Wasser
20 ul
Tabelle 11

Als Kontrollen wurden zum Einen statt des Insenis Wasser zugegeben, in der zweiten
Kontrolle wurde pcDNA3 zu pGB608 religiert. Der Az wurde Uber Nacht bei 16°C
gelagert.

Am néachsten Tag folgte die Transformation mit OneotS TOP10 Competent Cells
(Invitrogen, Paisley/UK). Zunachst wurden die Ligasanséatze kurz zentrifugiert und auf
Eis gestellt. Fur jede Probe wurde ein Gefal mibQ@l Bakterien auf Eis gestellt, um
langsam aufzutauen. Jedem Ligationsansatz wurderB3pl enthommen, zu den Bakterien
pipettiert und vorsichtig durch Klopfen gegen dasfdB gemischt. Nach 30 Minuten
Inkubation auf Eis wurden die Proben fir 30 Sekande ein 42°C warmes Wasserbad
gestellt und anschlie3end sofort wieder zuriickEasf Als nachstes wurden je 250ul S.O.C.
Medium (Invitrogen, Paisley/UK) beigemischt. Danaglurden die Proben in einen
Brutschrank gelegt (37°C), festgeklebt und bei p5eine Stunde lang geschuttelt. Auf die
Agarplatten (s. 2.1.6.4) wurde wahrenddessen j&¢ X6@al (40mg/ml) pipettiert, IPTG war
bei diesen Bakterien nicht notwendig (99). Je 10dgrl Bakteriensuspensionen wurden auf
den Agarplatten mit einem Glasspatel verteilt uredRlatten umgedreht Gber Nacht bei 37°C
im Brutschrank aufbewahtrt.

Die gewachsenen Bakterienklone wurden wie obenitbelbeschrieben mit Hilfe der Pag-
PCR gescreent (s. 2.1.7) und anschlieend mit der-RMaparation aufbereitet (s. 2.1.8).
Auch von diesen Klonen wurden Glycerolstocks antjgte(s.2.1.8.2) und diese bei —80°C
aufbewahrt. Die Mini-Praps wurden anschlie3end segjert und die DNA-Konzentration
bestimmt. In dieser Form konnten nun die DNA-Kouiste fir gewinschten Versuche
verwendet werden; sie wurden bei —40°C gelagert.
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Grundlagen

2.2.1.1 Zelllinien

Fur alle Experimente in der Zellkultur wurden dienanen Kolonkarzinom-Zelllinien

HCT116 und DLD1 verwendet. Zusatzlich wurden auc@TH16- und DLD1- Zellen

eingesetzt, die von der AG Kolligs bereits mit DR&abil transfiziert wurden (z.B. fur
Apoptoseassays). Diese Zellen wurden noch in poh&dk und monoklonale
HCT116/DRO1- und DLD1/DRO1-Zellen unterteilt. (Anrkeng: Die monoklonalen Zellen
wurden durch eine weitere medizinische Doktorandémgestellt und konnten fir meine
Versuche mit verwendet werden. Dank an Claudia \bHypi

Die Zellen wurden bis zum unmittelbaren Gebrauch-88°C gelagert, teilweise auch im
Stickstofftank bei -196°C.

2.2.1.2 Auftauen der Zellen

Die noch gefrorenen Zellen wurden mit erwarmtem Med(DMEM High Glucose Medium
PAA, mit 10% FCSfoetal Bovine Serur@old, PAA und 1% Penicillin/Streptomycin 100x,
PAA, Pasching) durch vorsichtiges Auf- und Abpizdn gelost und in ein mit Medium
gefllltes 15ml-Reaktionsgefald Utberfuhrt. Dann waorddie Zellen funf Minuten bei
13000rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des Ubersij¢is Mediums wurden die Zellen in
etwas Medium geldst, je nach Pelletgréf3e auf cai Zellkulturschalen verteilt und die
Schalen mehrmals geschwenkt.

An den folgenden Tagen wurde bei Bedarf ein Mediegtwel durchgefihrt. Bevor die
Zellen fur Experimente verwendet werden konntensstan sie mindestens einmal gesplittet
werden.

Ubrige Zellen wurden eingefroren.

2.2.1.3 Splitten der Zellen

Alle Zelllinien wurden nach der gleichen Vorgeheersse gesplittet:

Zunachst wurden die Zellen im Mikroskop betrachied Wachstum und Aussehen beurteilt.
Dann wurde das Medium abgesaugt und die Zellen RBE (Dulbecco’s PBS, PAA,
Pasching) gewaschen, um tote Zellen und Mediummestntfernen. Zum Ablésen der Zellen

wurden 1,5ml (fir 10cm-Schalen) Trypsin-EDTA (PA2asching) zugegeben und die Zellen
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far wenige Minuten zurtick in den Brutschrank gel@y°C), bis sie unter dem Mikroskop
kugelig erschienen. Mit einer Pipette wurden didefevon der Platte abgespult und in ein
mit Medium gefllltes 15ml Gefald Uberfiihrt. Sollteeefestgesetzte Menge an Zellen wieder
ausgesat werden, wurden fir die Zellzahlung 10pSdespension entnommen und zwischen
Zahlkammer und Deckglaschen pipettiert. Dann wulae Reaktionsgefald fiunf Minuten bei
13000rpm Zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugl das Pellet in neuem Medium
geldst. Abhangig von der beim Aussaen gewlnschaizahl wurde etwas Zellsuspension
entnommen und in das schon vorgelegte Medium (1@iml 10cm-Schale) in der
Zellkulturschale uberfiihrt. Nach grindlichem Schikesm wurden die Zellkulturschalen in

den Brutschrank gestellt.

Zur Selektion wurde dem Medium, das fur die monad ypolyklonalen HCT116/- und
DLD1/- DRO1-Zellen verwendet wurde, neben Pen/Stuel FCS noch Hygromycin
(50mg/ml; PAA) zugegeben (DLD1-Zellen: 7 pg/ml, HIB-Zellen: 6pg/ml).

2.2.2 Apoptoseassay

Fur die Untersuchung der Apoptosevorgange in damsfizierten DLD1/DRO1- und
HCT116/DRO1- Zellen, wurden am ersten Tag des Expentes die Zellen geerntet und mit
der gewiinschten Dichte ausgesat (&2€llen/ 10cm Schale). Am zweiten Tag wurde die
Halfte der Platten mit Doxycyclin stimuliert (1pd/riluka, Buchs). 24h spater wurde dann je
eine unstimulierte und eine bereits mit Dox stirede Platte mit Protein A (7,5ul/ ml
Medium, Biovision, lllmenau) und APO-1-3 (125ul/MEedium; Monoclonal antibody to Fas
human Alexis/ Axxora) stimuliert. Weitere 24h danachrden die Zellen auf Eis gestellt und
zunachst im Floureszenzmikroskop betrachtet. Fie @&ACS-Messung und SDS-
Gelelektrophorese/ Immundetektion wurden sie daserrget: Dieser Vorgang wird in 2.3.1
genauer beschrieben.

Das Medium wurde bei den Experimenten zur Apoptoskt verworfen, sondern die Zellen
mit Medium abgekratzt und zentrifugiert, da voeaildie abgestorbenen Zellen ein wichtiger
Gegenstand der Untersuchung waren. Ein kleinerilAaés Zellpellets (ca. 1/8) wurde vor
der Lyse entnommen und in 200ul Nicoletti-Puffel® Na-Citrat, Sigma, St. Louis; 0,1%
Triton X-100, LKB-Bromma; 50ug Propidium-Jodid/n8jgma, St. Louis) fir die FACS-

Messung resuspendiert.

43



2.2.3 Transfektion von Zellen

Fur die Colony Forming Assaysnd den Nachweis im Western Blot wurden DLD1- und
HCT116-Zellen mit den Konstrukten transfiziert, elerHerstellung unter 2.1 beschrieben
wurde.

Am ersten Versuchstag wurden die Zellen von detkdilirschale mit Trypsin geldst,
gezahlt und zentrifugiert. In Sechs-Loch-Platterrden je 300.000 Zellen mit 2ml Medium
ausgesat. An Tag zwei wurden die Zellen transtfizisls Transfektionskontrolle wurde ein
Loch mit pBMN GFP transfiziert, ein Weiteres wurale Negativkontrolle nicht transfiziert.
Fur DLD1-Zellen wurde als Transfektionsreagenz [Egetamin 2000 (Invitrogen,
Paisley/UK) verwendet und fur HCT116-Zellen Miruggns IT-LT1, Mirusbio, Madison).
Zunachst wird das Vorgehen mit Mirus beschrieben:

Fur jede zu transfizierende Probe wurden zu 100dtin@m (GIBCO/Invitrogen,
Paisley/UK) 2ul Mirus gegeben und durch Schitteds Reaktionsgefal3es vermischt. Nach
funf Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur deurdas Gemisch zu je 1ug DNA
gegeben und ebenfalls durch Wenden des Gefal3esllighimemischt. Nun wurden die
Proben fir 15 Minuten bei Raumtemperatur steheasgeh und in dieser Zeit das Medium
auf den Sechs-Loch-Platten gewechselt (nur noch Medlium/Loch zugegeben). Dann
wurde das gesamte Volumen der Proben auf das jgedibch pipettiert, die Platte gut
geschwenkt und in den Brutschrank gelegt.

Bei der Transfizierung mit Lipofectamin wurden sofeOul Optimem zur DNA gegeben und
50ul Optimem mit 2ul Lipofectamin je Probe vermisddie Wartezeiten und der weitere
Verlauf waren identisch zur Transfizierung mit Miru

Nach mindestens 24-stiindiger Inkubation wurde daslivn gewechselt. Am vierten Tag
wurde am Floureszenzmikroskop anhand der GFP-Kiatiiberprift, ob die Transfizierung
erfolgreich war. Dann konnten die Zellen entwederdie Immundetektion geerntet (s.2.3.1)

oder furColony Forming Assays.2.2.4) verwendet werden.

2.2.4 Colony Forming Assay

DLD1- und HCT116-Zellen wurden mit pcDNA3 und deRO1-Expressionskonstrukten A,
B, C, D, E und F, sowie DRO1-Wildtyp transient sArnert. Die transfizierten Zellen
(s.2.2.3) wurden gewaschen, mit Trypsin geldst unter dem Mikroskop gezahlt. Nach
funfminatiger Zentrifugation wurde das Medium abmeg und das Pellet mit frischem
Medium gelost. Fur jedes transfizierte Konstruktradean drei 10cm-Zellkulturschalen mit
5x10Zellen (HCT116) oder 4xfdellen (DLD1) ausgesét. Als Kontrolle wurde einéh&le
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mit nicht transfizierten HCT116-/ DLD1-Zellen ausge Um zu gewahrleisten, dass nur
transfizierte Zellen auf den Platten wachsen, wu@d18 Sulphate (50mg/ml; PAA,
Pasching) als Selektionsantibiotikum zugeben. Difor@erliche Konzentration fir die
jeweilige Zelllinie wurde zuvor ausgetestet, indeioht transfizierte Zellen unterschiedliche
Mengen an G-418 bekamen und beobachtet wurde, &leher Konzentration alle Zellen
abgestorben waren. HCT116-Zellen bendtigten 1604L& (8mg), DLD1-Zellen 150ul G-
418 (7,5mg). Auch wurde untersucht, ob ein besdergsbnis erzielt werden konnte, wenn
die Zellen erst 24h nach Aussaat in Selektion genemwurden. Dies ergab aber keinen
Vorteil gegenuber der sofortigen Zugabe von G-418.

Es erfolgte ca. zweimal wdchentlich ein Mediumwethsnit G-418-Zugabe), solange bis
Kolonien auf den Platten zu erkennen waren undezciglauf der Kontrollplatte alle Zellen
gestorben waren. Dann wurde das Medium abgesaufalle Zellkulturschalen mit PBS

gewaschen. Mit Methylenblau wurden die Zellen #@ir 80 Minuten angefarbt.

Methylenblau: 480 ml PBS (PAA, Pasching)
30 ml 25% Glutaraldehyd (Roth, Karlsruhe)
0,3 ¢ Methylenblau (Sigma, St. Louis)
+ Filtrieren
Tabelle 12

Anschliel3end wurde mit PBS gewaschen, bis sichekblaue Farbe mehr |6ste. Fur den
letzten Waschschritt wurde destilliertes Wasseweadet, um die Bildung von Salzrandern
zu verhindern. Nachdem die Farbe getrocknet wardewn die Kolonien fotografiert und

anhand der Fotos gezahlt
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Zellernte und Lyse

Zunachst mussten die Zellen, die mit der SDS-Gelelphorese genauer untersucht werden
sollten, geerntet werden. Dazu wurden die Zellksttbalen auf Eis gestellt und einmal mit
PBS gewaschen; dem PBS wurde zuvor ein Proteagator{Complete Mini, Roche, Basel)
zugegeben. Im nachsten Schritt wurde 1ml (bei 18cmmale) PBS auf die Platten gegeben
(0,5ml PBS bei 6cm Platten oder kleiner) und dideiemit einem Zellschaber abgekratzt.
Da in den Experimenten Vorgadnge an der Zellmemhnatersucht werden sollten, wurde
zum Abldsen der Zellen nicht das proteolytische yEmZTrypsin verwendet, sondern der
Zellschaber (100). Die Zellsuspension wurde miteeiRipette in ein Eppendorf-Gefald
uberfiihrt und eine Minute bei 13.000rpm zentrifugi®er Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet mit 1x Reporter-Lysepuffer (Promelydison) lysiert, wobei die Menge —
abhangig von der Pelletgrof3e — zwischen 25 und &@taug. Anschlie3end wurde das Lysat
fur 15 Minuten auf Eis gestellt. Um die restlicheN® zu zerstéren, wurde dann 1pl
Benzonase-Nuclease (25U/ul, Novagen/Merck, Darrjstadgegeben und die Proben
wurden noch zehn Minuten bei Raumtemperatur inktibie diesem Zustand konnten die
Lysate entweder bei —40°C aufbewahrt oder direktdié Gelelektrophorese verwendet

werden.

2.3.2 Bestimmen der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradfordidde, die auf der Bindung von
Coomassie brilliant bluean die Proteine und der daraus folgenden Versohgelbdes
Absorptionsmaximums der Farbe beruht (101).

Zu Beginn wurde eine Standardkurve erstellt: Esdenrfir die Doppelbestimmung jeweils
zwei Eppendorf-GefalRe mit 0,5ul, 1ul, 2ul, 4ul udl BSA (1mg/ml, Bovine Serum
Albumin Sigma, St. Louis geldst in TBST, s.2.3.5) befilin weiteres Gefald blieb ohne
BSA-Zugabe als Leerwert fur den Nullabgleich. N&cinzem Mischen wurden fur jede zu
analysierende Probe 0,5ul des Zelllysates in eipeRgorf-Gefald pipettiert. Das Bradford-
Reagenz (BioRad Protein Ass$ay Hercules) wurde mit Aqua dest. im Verhdltnis 1:5
verdinnt und je 1ml in die Reaktionsgefdl3e gegebem.Photometer wurden die Proben
nach kurzem Schatteln in die Kivetten umgefullt um@ Absorption bei 595nm gemessen.
Anschlieend wurden die Werte in eine Excel-Tabedengetragen und mittels

Standardabweichung die einzusetzende Proteinmeargehnet.
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2.3.3 SDS-PAGE-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte mit dem Mini-ProteatBilstem von BioRad.

2.3.3.1 Vorbereiten der Proben

Dem Zelllysat wurden 30pg entnommen und mit Wassérdie Halfte des Zielvolumens
aufgefullt (fur 15er Kamme insgesamt 20ul, fur 10&mme insgesamt 30ul). 450ul
Lammli-Puffer (125 mM Tris, Roth, Karlsruhe, pH=86.4%SDS; Bromphenolblau
129H3462, Sigma, St. Louis) wurden mit 50ul DTTg(Ba, St. Louis) vermischt, damit
wurden die Proben dann dem Endvolumen angepasst. jdeles Gel wurden 5pl
Proteinmarker (Precision Plus Protein StandardsBAlEl], BioRad, Hercules) eingesetzt.
Die Proben wurden 5 Minuten lang bei 95°C im Heszkl gekocht, um die Proteine
vollstandig aufzulésen, mogliche Proteasen zu imgken und Tertiarstrukturen zu

unterbinden (101)nd danach kurz zentrifugiert.

2.3.3.2 Acrylamid-Gele
Zunachst wurde ein 10%iges Trenngel gegossen, kensdie Glasplatten eingeftllt und bis

zur vollstéandigen Polymerisation mit etwas 0,1%i§BS-L6sung Uberschichtet.

Trenngel 10% 4,0 ml D
2,5mi 1,5M Tris (pH 8,8)
3,3ml 30% Acrylamide/Bis Solution (BioRad, Helles)
0,1 ml 10% SDS
0,1 ml 10% Ammonium-Persulfat (Sigma, St. Louis)
0,004 ml TEMED (BioRad, Hercules)
10 ml (fir 2 Gele)

Tabelle 13

Nach ca. 30 Minuten konnte das 5%ige Sammelgel ggegowerden. Dieses wurde nach
Abkippen der SDS-L6sung uber das Trenngel pipéttiad ein Kamm eingesetzt (1,0mm
Dicke).

Sammelgel 5% 3,4 ml P

0,63 mi 1,5M Tris (pH 6,8)
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0,83 ml 30% Acrylamide/Bis Solution

0,05 ml 10% SDS
0,05 ml 10% Ammonium-Persulfat
0,005 ml TEMED

5 ml (fur 2 Gele)

Tabelle 14

2.3.3.3 Laufpuffer
Der 10x Laufpuffer enthielt folgende Komponenten:

SDS-Laufpuffer (10x): 30,3 ¢ 0,25M Tris Base (Rdfarlsruhe)
14409 1,92M Glycine (Roth, Karlsruhe)
10,09 1% SDS (Fluka, Buchs)
Auf 1000ml auffullen HO

Tabelle 15
Fur jede Gelelektrophorese wurden 1000ml 1x Lad@puiendtigt.

2.3.3.4 Gelelektrophorese

Die Gelkammer wurde nun zusammengebaut, der Kammichbig entfernt und etwas
Laufpuffer vorgelegt. Die aufgekochten Proben uner dMarker wurden mit einer
Hamiltonspritze in die Geltaschen geflllt und destliche Laufpuffer in die Kammer
gegossen. Es wurden zuerst fur 15 Minuten 100V Spamnangelegt und anschliel3end fur ca.
45 Minuten 200V.

2.3.4 Western Blot

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden dieeiReoimittels Western Blot (Mini-
Protean-Il, BioRad, Hercules) auf eine PVDF-Membgmnmobilon-P, Millipore, Billerica)
Ubertragen. Dazu wurden in eine Kassette nachesmamih Schwamm, Filterpapier
(Whatman/ GE Healthcare, Chalfont), die PVDF-Membraas Acrylamidgel, wieder
Filterpapier und ein Schwamm gelegt und luftdichtsehlossen. Die Membran wurde zuvor
fur eine Minute zum Quellen in Methanol (Merck, Betadt) gelegt, da wassrige Lésungen
die trockene PVDF-Membran nicht benetzen (101)amsthlieend in Transferpuffer wieder
aquibriliert. Die Kassette wurde zusammen mit eirl@sblock und einem Ruhrfisch in die
Kammer gegeben und diese mit Transferpuffer aufigefi
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Folgender Transferpuffer wurde verwendet:

Transferpuffer (10x): 80,0 ml 1 M Tris Base
13,3 ml 3 M NaOAc (Roth, Karlsruhe)
8,0 mi 0,5 M EDTA (Sigma, St. Louis)
10,0 ml 10% SDS
400,0 ml MeOH (Merck, Darmstadt)
Auf 2000 ml auffillen HO
Tabelle 16

Um die Proteinbindungsstellen der PVDF-Membran ktivieren, wurde dem Transferpuffer

das Methanol zugegeben (101). Der Puffer wurde faeirwiederverwendet und im

Kihlraum gelagert.

Der Transfer erfolgte auf einem Magnetriihrer bédmA fir ca. eine Stunde (abhangig von

der Grol3e der zu detektierenden Proteine).

2.3.5 Immundetektion

Anschlieend wurde die Membran der Kassette entremmmind in Blocking-L6sung
entweder fUr eine Stunde bei Raumtemperatur oder iNacht bei 4° (eingeschweil3t)
geschwenkt, um die restlichen Proteinbindungsstetie sattigen. Als Losungen kamen —
abhangig vom gewlinschten Antikorper — 5%ige MiBlotting Grade Blocker Non-Fat Dry
Milk, BioRad, Hercules; geldst in TBST) oder BSA (Sigr8a Louis; gel6st in TBST) zum
Einsatz. Um TBST zu erhalten, wurde 25x TBS (szu.)Lx TBS mit Aqua dest. verdunnt,
0,2% Tweenl20 (Roth, Karlsruhe) zugegeben und gut verrihrt.

TBS 25x: 60 g Tris Base
200 g NacCl
7,9 ml 12 N HCI
Auf 1000ml auffullen und pH 7,6 einstellen ,®

Tabelle 17

Nach dem Blocken wurde die Losung vorsichtig abgetkund die Membran zweimal kurz
mit TBST gewaschen. Danach wurde die PVDF-Membraindar primaren Antikorper-

Lésung auf dem Schiittler inkubiert:
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Primarantikorper Hersteller Gelbst in Verdinnung | Inkubation

HA (Rat-AK, Clon 3F10) Roche (Basel) | 1% Milch-Lsg.| 1:2000 1hRT

Caspase 8 Cell Signaling 1:1000 4°C UN
(Danvers)

FADD (S-18) (sc6035) | Santa Cruz 1:1000 4°C UN
(Santa Cruz)

pFADD (ser194) Cell Signaling 1:1000 4°C UN

FLIPs/(G-11) (sc5276) | Santa Cruz BSA-Lsg. 1:200 4°C UN

Actin Immuno MP Bio (Irvine)| 1% Milch-Lsg.| 1:2000 HRT

Tabelle 18

Nach Abkippen der Primarantikérperlosung wurde #lembran bei Raumtemperatur
zweimal kurz und danach zweimal fur fiunf Minutent MBST gewaschen. Dann wurde die

Sekundarantikorperlésung zugegeben und die Memhbieater auf den Schuttler gelegt.

Sekundarantikdrper Hersteller Gel6st in Verdunnung| Inkubation

Anti-mouse GE-Healthcargl% Milch-Lsg.| 1:10.000 1hRT
(Chalfont)

Goat-Anti-rat (IgG-HRP) Santa Cruz 1% Milch-L$d:10.000 1hRT

Donkey-Anti-goat (IgG-HRP), Santa Cruz

Anti-rabbit GE-Healthcare1% Milch-Lsg.

Tabelle 19

Es folgten — nach Abschitten der Sekundarantiklirpeng — weitere Waschschritte mit
TBST: zweimal wenige Sekunden und anschlieRendmale20 Minuten.

Zur Detektion wurde die Membran 10-15 Minuten lang je 800ul der ECL-Reagenzien
(Super Signal West Pico, Pierce, Rockford) eingesdbt und dann in eine Filmkassette
zwischen zwei Folien gelegt. Der Film (Thermo CLP%sure, Thermo, Waltham) wurde
unterschiedlich lange belichtet (abhangig von Sgjaeke; meist %2, 1, 5, 15, 30 und 60
Minuten) und im Gerat Curix 60 (Agfa, Mortsel) emntkelt.

Die Membran wurde anschlieBend mit TBST abgespgétrocknet und — in Folie
eingeschlagen — fur mdogliche weitere Proteindetekin aufbewahrt. Hatten die neu zu
detektierenden Proteine fast die gleiche GrolR3ebsieder vorangegangenen Detektion oder
forderte der Primarantikbrper den gleichen Sekumd#Grper wie zuvor, wurde die
Membran vor Wiederverwendung funf Minuten gestrifftripping-Puffer: 10% Essigsaure,
10% Methanol: Merck, Darmstadt), um den Primar- 8e#tundarantikdrper zu entfernen und

anschlie3end grundlich in TBST gewaschen.
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3. Ergebnisse

3.1 Generieren von DLD1/DRO1- und HCT116/DRO1- Zedin

Die humanen Kolonkarzinom-Zelllinien DLD1 und HCHBLWvurden mit dem induzierbaren
Expressionsvektor pRTS-1, der die kodierende SemtienDRO1 enthalt, stabil transfiziert
(84) (102). Dabei wurde in einem — dieser Promai@oheit vorausgehenden — Projekt eine
polyklonale Zelllinie und aus dieser mehrere moookle Zelllinien generiert. Zur
Expression von DRO1 wurden die monoklonalen DLDIIIR und HCT116/DRO1-Zellen
mit Doxyzyklin stimuliert und die Expression von DR mittels Immunodetektion untersucht
(Abb.6).

+Dox[h] O 4 8 16 24 48
DLD1/DRO1 T L

HCT116/DRO1 L —— S S
1 2 3 4 5 6

Abb. 6 Expressionsnachweis von DROL in stabil transfizieen DLD1/DRO1- und HCT116/DRO1- Zellen
Die Kolonkarzinomzelllinien DLD1 und HCT116 wurdestabil mit einem Doxyzyklin-induzierbaren DRO1-
Expressionskonstrukt transfiziert. Mit einem geges Epitop-Tag Hemagglutinin (HA) gerichteten Afitier
wurde die Expression von DROL in diesen Zellenatsttmmunoblot nachgewiesen.

3.2 Expression von DRO1 sensitiviert Zellen flr dieRezeptor-vermittelte

Apoptose

Es wurde untersucht, ob DRO1 eine Steigerung deptgserate bei Kolonkarzinomzellen

bewirken kann (84). Nach Expression von DRO1 dumbxyzyklin wurden die
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DLD1/DRO1- und HCT116/DRO1-Zellen mit dem aktivieden CD95-Antikorper APO
inkubiert, um die Zellen apoptotisch werden zuéass

Im Durchflusszytometer wurde geprift, ob die Expras von DROL in den Zellen zu einer
Steigerung der Rezeptor-vermittelten Apoptose flitut diesem Zweck wurde die Zahl der
apoptotischen Zellen in Gegenwart von APO und Dgklyz gemessen und mit der Zahl der
apoptotischen Zellen nach Behandlung allein mit AlR@lichen.

A

DLD1/DRO1

70 +

60 -

40 A
30 -

20 -

Zahl der apoptotischen Zellen in %

10 A

Unstimuliert Dox APO APO+Dox

HCT116/DRO1

80 +
60 -

40 -

30 -

10 -

Zahl der apoptotischen Zellen in %

Unstimuliert Dox APO APO+Dox

Abb. 7 DRO1 sensitiviert Zellen fur die Rezeptor-vermittete Apoptose

DLD1/DRO1- @A) und HCT116/DRO1-K) Zellen wurden mit Doxyzyklin und mit APO beharidiaiur mit
APO, nur mit Dox oder gar nicht stimuliert. Fir die behandelten Zellen wurde im Durchflusszytomeéah
Nicoletti-Férbung die Apoptoserate bestimmt.
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Dabei zeigten Zellen, die mit Dox und APO stimuli@rorden sind, eine Zunahme der
Apoptoserate um 20 bis 25% im Vergleich zu nurARO-behandelten Zellen (Abb. 7).

Das Ergebnis dieser Messungen deutet daraufhins dis Expression von DRO1
Kolonkarzinomzellen fir die Rezeptor-vermittelte dfgpose sensitiviert und bestétigt somit

bereits erfolgte Messungen mit konstitutiv DRO1raxgerenden Zellen.

3.3 DRO1 verandert die Expressionsmenge einiger Aptosemolekile

An der Rezeptor-vermittelten Apoptose sind unteteaem die Molekille Caspase-8, FADD
und FLIP beteiligt. Diese spielen eine wichtige IRolbei der Bildung des
Multiproteinkomplexes DISCdgath-inducing signaling complgxder mit Hilfe vonDeath
Domainsund Death Effector Domaingir die Aktivierung weiterer Molekile sorgt undnsib
fur den Ablauf der Apoptose entscheidend ist. Ustzigstellen, wie DROL1 die Zellen fir
Apoptose sensitiviert, wurde die Expression dieApoptosemolekiile auf Proteinebene

untersucht.

3.3.1 Expression von DROL1 verstarkt die Umwandlungon Caspase 8 in seine aktive

Form

Das Caspase-8-Molekil hat eine zentrale Stellundirevil der Rezeptor-vermittelten
Apoptose. Deshalb wurde in Immunoblots mit einensgaae-8-Antikérper untersucht, ob in
DRO1-exprimierenden Zellen Caspase-8 vermehrtenadltive Form Uberfihrt wird. Fur die
inaktive Form von Caspase-8 wurde ein Signal beerai Molekulargewicht von 57 kDa
erwartet, die biologisch aktiven Spaltprodukte stécb kDa und 17/18 kDa grof3 (103).
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Abb. 8 DRO1 verstarkt die Umwandlung von Caspase-8 in seénaktive Form in DLD1/DRO1- und
HCT116/DRO1-Zellen.

(A) DLD1/DRO1-Zellen undB) HCT116/DRO1-Zellen wurden 48h mit Dox und anse®énd mit dem CD95-
Antikdrper APO stimuliert, um Apoptose zu induzierd otale Zelllysate wurden erstellt und die Expieis
von Caspase-8 mit einem Caspase-8-Antikdrper durmmunodetektion analysiert. Aktin diente als

Ladekontrolle.

In den Lysaten der unstimulierten Zellen konnte dasktive Procaspase-8-Molekil
nachgewiesen werden. Sowohl bei DLD1/DRO1- als eaheshHCT116/DRO1-Zellen ist zu
erkennen, dass die Stimulation mit APO zu einerltS8pa und somit Aktivierung von
Caspase-8 filhrte. Im Vergleich dazu zeigte sichs dite Behandlung der Zellen mit Dox und

54



APO eine fast vollstandige Umwandlung des Procaspéaekils und dadurch eine starkere
Aktivierung von Caspase-8 bewirkte.

Somit konnte in diesem Experiment nachgewiesen averdass die Expression von DROL1 in
Zellen die Caspase-8-Spaltung steigert und Caspasemehrt in die aktive Form tberflhrt

wird.

3.3.2 Expression von DRO1 verstarkt die Bildung deaktiven Form von FADD

Das Protein FADD ist ein wichtiger Bestandteil d¥SC-Komplexes und entscheidend fur
die Caspase-8-Aktivierung. Da gezeigt werden kgnaéss die Spaltung von Caspase-8 in
Gegenwart von DRO1 vermehrt wird, wurde im nachsehritt geprift, oo DRO1 das
Adaptermolekul FADD verstarkt fir den extrinsischigmoptosesignalweg rekrutieren kann.
Das Apoptosemolektl FADD liegt im inaktiven Zustaald 60 kDa-grof3es Homodimer in
Zellen vor, das aktive FADD-Molekl ist ein Monommit einem Molekulargewicht von 27
kDa (46) (104).
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Abb. 9 Expression von DRO1 verstarkt die Bildung der aktiven Form von FADD

Stabil mit DRO1 transfizierte DLD1/DRO1A} und HCT116/DRO1- ZellenB) wurden 48h mit Doxyzyklin
(Dox) und anschlieBend mit dem CD95-Antikdrper AR@muliert, um Apoptose zu induzieren. Totale
Zelllysate wurden erstellt und die Expression v&xDP mittels Immunodetektion analysiert. Aktin dienals

Ladekontrolle.
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Bei der Immunodetektion konnte das aktivierte FADBlekll nur in Zelllysaten
nachgewiesen werden, die mit APO stimuliert wurdBabei zeigten Zellen, bei denen
zusatzlich die Expression von DRO1 induziert wudie,grof3te Menge an FADD-Monomer.
Es konnte dadurch sowohl in DLD1- als auch in HG3-Z&llen bestatigt werden, dass unter

Einfluss von DRO1 das inaktive FADD-Dimer verstérkseine aktive Form Uberfihrt wird.

3.3.3 Expression von DRO1 bewirkt keine Zunahme deMenge an phosphoryliertem
FADD

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigien, dass DRO1 zu einer Erh6hung
der Menge des aktiven FADD-Monomers fuhrt. Die Rimasylierung von FADD spielt eine
wichtige Rolle fur die Regulierung vieler zellphgkigischer Vorgange, wie z.B. Kontrolle
des Zellzyklus und Modulation des NB-Signalweges (22). Aus diesem Grund wurde im
nachsten Schritt untersucht, ob in Gegenwart vo®DRine verstarkte Phosphorylierung des

monomeren FADD-Molekdls auftritt.

DLD1/DRO1
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Abb. 10 Expression von DRO1 bewirkt keine Expressionssteigeng von phosphoryliertem FADD

Stabil mit DRO1 transfizierte DLD1/DRO1-Zellen werd 48h mit Dox und anschlieBend mit dem CD95-
Antikorper APO stimuliert, um Apoptose zu induzierd otale Zelllysate wurden erstellt und die Expieis
von Phospho-FADD mittels Immunodetektion analysi@ktin diente als Ladekontrolle.
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Der im Immunoblot verwendete Antikorper detektieRhospho-FADD mit einem
Molekulargewicht von 28 kDA (105).

Das erhaltene Signal war bei Zellen, die DRO1 ewjaiten, genauso stark abgebildet, wie
bei Zellen, die nur mit APO stimuliert wurden. Au@em wiesen sogar die unstimulierten
Zellen das 28 kDa-Fragment auf. Das Experiment ewadch mit HCT116/DRO1-Zellen
durchgefihrt (Daten nicht gezeigt), dabei warenogbdauch keine Unterschiede in der
Expression von Phospho-FADD erkennbar.

Die Menge an phosphoryliertem FADD kann durch eDdfO1-Expression folglich nicht

erhéht werden.

3.3.4 Expression von DRO1 hat einen hemmenden Einfls auf die Aktivitat von FLIP

FLIP kann wahrend der Apoptose als Bestandteil B#SC-Komplexes sowohl als
Apoptoseinhibitor, als auch als Aktivator agieréras kurze FLIB-Protein inhibiert den
Ablauf der Apoptose, indem es eine fur die Procsef wichtige Doméane blockiert.
Hingegen kann das lange FLIRolekll abhangig von seinem Expressionslevel die
Apoptose bremsen oder auch beschleunigen.

Da alle FLIP-Unterformen bei ihrer Aktivierung favon Caspase-8 und FADD abhéangig
sind, wurde als Nachstes untersucht, ob es au@n eélnsammenhang zwischen der FLIP-
und der DRO1-Expression gibt.

FLIPs hat ein Molekulargewicht von 28 kDa, FLIRPon 55 kDa (106). Beide Spleifdvarianten

von FLIP wurden durch den Antikoérper erkannt.
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Abb. 11 Expression von DRO1 hat einen hemmenden Einfluss &die Aktivitat von FLIP

Stabil mit DROL1 transfizierte DLD1A() und HCT116-ZellenE) wurden 48h mit Dox und anschlieBend mit
dem CD95-Antikérper APO stimuliert, um Apoptose induzieren. Totale Zelllysate wurden erstellt und d
Expression von FLIP mit Hilfe der Immunodetektiarabysiert. Aktin diente als Ladekontrolle.

Das Apoptose-hemmende FistRlolekil zeigte bei den DLD1-Zellen das starkstgn@i bei
den unstimulierten Zellen. Die apoptotischen DR@llen hatten nur eine schwache F&:IP
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Bande. In HCT116-Zellen waren die Intensitaten Banden flr FLIR in allen finf Proben
vergleichbar.

FLIP_ zeigte sowohl bei den HCT116-Zellen als auch lesi BLD1-Zellen in den Lysaten
der APO- und Dox-stimulierten Zellen das schwacBsgmal.

Somit fuhrt die Expression von DRO1 in DLD1-Zellea einer verringerten Expression des
Apoptose-hemmenden FL4Pund des meist proapoptotischen Fl-NRolekuls. In HCT116-

Zellen scheint DRO1 nur die Expression von KL4R reduzieren.

3.4 DRO1-Konstrukte mit zweilnternal Repeats kbnnen ebenso wie DRO1-

Wildtyp Koloniewachstum hemmen

Nachdem im ersten Teil der Doktorarbeit der Eirflu®n DRO1 auf die Expression von
Komponenten des DISC-Komplexes untersucht wurdedem im zweiten Abschnitt die

Struktur des DRO1-Proteins und deren Funktion genanalysiert. Um beurteilen zu
kénnen, welche Bereiche von DRO1 fur die tumorsimpprenden Eigenschaften
entscheidend sind, wurden sechs Deletionskonstarktellt (Abb.12). Diese wurden in einen
Expressionsvektor ligiert, in Kolonkarzinomzelllem transfiziert, selektiert, die Expression
mit Hilfe der Immunodetektion analysiert und angs®énd imColony Forming Assayie

Wirkung der Mutanten anhand der Koloniebildung beilir

3.4.1 Erstellen der DRO1-Konstrukte

Das DRO1-Protein besteht aus 951 Aminosauren. D&etuenzvergleiche von DRO1-
Proteinen aus verschiedenen Spezies konnten drehkboservierte Bereiche — die

sogenanntenternal Repeats 1, And 3 — identifiziert werden (84). Diese scheinen fir die
Funktion von DRO1 am bedeutendsten zu sein. Deshaliden in den Konstrukten die

Internal Repeatginzeln oder paarweise deletiert, oder auch \@itig entfernt.

Die Mutanten A, B, und C setzten sich aus vers@nddngen aminoterminalen Abschnitten
zusammen; bei den anderen drei Deletionskonstrukiel= und F handelte es sich um

unterschiedlich grof3e carboxyterminale Fragmente(s12).

60



DRO1-Wildtyp:

\ IR1 () IR 2 IR3 c
409 874 \J 1831 2293 2299 2773
Konstrukte:
A
408
IR1
B
873
N
IR1 () IR2
C
\ 2292
IR3
D
2293
E IR 2 IR3
1810
F IR1 () IR2 IR3
385

Abb. 12 Aufbau von DRO1-Wildtyp-Protein und sechs DRO1-Mutaiten

Schematische Darstellung des DRO1-Wildtyp-Protainsl den daraus konstruierten DRO1-Mutanten. Es
wurden sechs Deletionskonstrukte erstellt, die ldamino- bzw. carboxyterminale Verkirzung aus deROR-
Wildtyp-Protein hervorgegangen sind. Die Konstruldsthalten jeweils verschiedene Kombinationen der
Internal Repeat$lR) 1-3, die hochkonservierte Regionen des Proteanstellen.

O Signalpeptid O Coiled-coil Region
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Abb. 13 Expression von DRO1-Wildtyp-Protein und der sechs RO1-Mutanten

A, B: DLD1-(A) und HCT116-B) Zellen wurden transient mit Wildtyp-DRO1 (WT) unigén verschiedenen
Deletionskonstrukten A-F transfiziert, totale Zgdhhte erstellt und die Expression mit einem HA-R@tper
analysiert. Fur die Konstrukte B,C,D,E und DRO1-WUT({T116-Zellen) war eine Belichtungszeit von 30
Sekunden ausreichend. Bei der Darstellung der Memad und F und DRO1-WT(DLD1-Zellen) war eine
deutlich langere Expositionszeit von 60 Minuterwertdig. Aktin diente als Ladekontrolle.

C: Das zu erwartende Molekulargewicht der Konstruktede anhand der enthaltenen Basenpaare berechnet.
Die Banden im Immunoblot wurden mit den Berechnunggrglichen.

Um die Expression der DRO1-Mutanten in den Kolomkamzelllinien zu untersuchen,

wurden DLD1- und HCT116- Zellen transient transfiti Zelllysate erstellt und die Proteine
im Immunoblot mit einem HA-Antikorper inkubiert. ®iKonstrukte B, C, D und E wiesen

bereits nach kurzer Belichtungszeit (30 Sekundedl}tgnteils kraftige Banden auf. Dagegen
zeigte sich in beiden Zelllinien nur eine schwaéxpression der Konstrukte A und F, bei
den DLD1-Zellen war auch DRO1-Wildtyp nur schwactprémiert und es mussten somit
langere Belichtungszeiten (60 Minuten) gewahlt werd Auch durch Zugabe von

Proteaseinhibitoren konnte das Ergebnis nicht wsdyé werden (Daten nicht gezeigt). Die
Aktin-Kontrolle bewies jedoch eine gleichmafigedking des Gels.

Fur die Mutante E konnten sowohl in DLD1-Zellers auch in HCT116-Zellen zwei Banden
nachgewiesen werden. Die untere Bande entspracl88nkDa der erwarteten Grol3e. Bei

62



allen anderen Konstrukten stimmten die Banden emt@rwarteten Grof3en Uberein.

3.4.2Colony Forming Assays

Um zu Uberprifen, welche Abschnitte des DRO1-Pmstentscheidend fur seine Funktion als
Tumorsuppressor sind, wurden die DRO1-Mutanten A Bi transient in DLD1- und
HCT116-Zellen transfiziert und die Zellen anschéie@ mit G418 selektiert. Anhand eines
Colony Forming Assawurde der Einfluss der DRO1-Mutanten auf die Féitgder Zellen,

Kolonien zu bilden, untersucht. Die entstandeneloiien wurden fotografiert und gezabhit.
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Abb. 14 Colony Forming Assay mit DRO1-WT und DRO1-Mutanten in DLD1-Zellen

A: DLD1-Zellen wurden mitmutierten DRO1-Konstrukten transfiziert und nadkoloniebildung gefarbt
fotografiert und gezahlt. DROWT undder KontrollvektorpcDNA3 wurden als Kontrollen und Bezugsptle

verwendetB: Die Kolonien wurderfir die unter (A) dargestellten DRO1-Konstruktezahlt Dargestellt sind
der Mittelwert und die Standardabweichung fiir jdsvdiei Replikate
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Abb. 15 Colony Forming Assay mit DRO1-WT und Konstrukten in HCT116-Zellen

A: HCT116Zellen wurden mit mutierten DR(-Konstrukten transfiziert und nach Koloniebildungfaget,
fotografiert und gezéhlt. DROWT und der Kontrollvektor pcDNA3 wurden als Kontesi und Bezugspune
verwendetB: Die Kolonien wurderfur die unter (A) dargestellten DRO1-Konstrukfezahlt.Dargestellt sind
der Mittelwert und die Standardabweichung jeweils drei Replikate.
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Die Abbildungen 14 und 15 lassen erkennen, dassldolei den DLD1- als auch bei den
HCT116-Zellen DRO1-Wildtyp die Koloniebildung im Yeich zum Leervektor pcDNA3

deutlich unterdriicken konnte.

Die Konstrukte C, E und F kénnen wie DRO1-Wildtyie d@ahl der gebildeten Kolonien in

beiden Zelllinien verringern (s. Abb. 14 und 15)pr\allem in den HCT116-Zellen waren
nach Farbung deutlich weniger Kolonien fiir diesen$toukte als fir den Leervektor zu
erkennen (s. Abb. 15).

Die Mutante C, die IR1 und IR2 enthalt, konnte eiden Zellreihen das Koloniewachstum
erkennbar reduzieren, eine bessere Wirkung zeigber die Konstrukte E und F: beide
erreichten ndherungsweise den Effekt von DRO1-Wflds. Abb. 14 und 15). Mutante E
hatte in den HCT116-Zellen sogar noch eine beséérkung auf die Unterdrickung der
Koloniebildung als Mutante F, obwohl F alle dheiernal Repeatbesali, E dagegen nur IR2
und IR3. In DLD1-Zellen waren die Konstrukte C, BduF in ihrer Wirksamkeit miteinander
vergleichbar.

In beiden Zelllinien konnten die Konstrukte A, ByduD die Koloniebildung nicht wesentlich
unterdriicken. Bei den DLD1-Zellen uberstieg diedfi¢zahl der drei Konstrukte sogar die
des Leervektors. Diese drei Mutanten enthalteremubzw. gar keiinternal Repeat

Die Fahigkeit der DRO1-Deletionskonstrukte, diedBitg der Kolonien wie DRO1-Wildtyp

zu unterdriicken, nahm in beiden Zellreihen mitldierge der Konstrukte zu.

Bei der Analyse der Proteinexpression wurden dgheliUnterschiede fur die einzelnen
Mutanten festgestellt (s.Abb. 13). Deshalb wurdenkbloniezahlen der Konstrukte auf die
Proteinmenge der jeweiligen Mutanten normalisiert.

Mit Hilfe des Programmes Image J (107) wurde dierisitdt der Banden fir die einzelnen
DRO1-Konstrukte im Immunoblot gemessen. Die Wesge mutierten Proteine wurden auf
die Aktin-Werten normalisiert, um die Expressiontareinander — unabhangig von der
Beladung — vergleichen zu kénnen. Anschliel3end amurdie gezahlten Kolonien durch die

normalisierten Expressionswerte geteilt (s.Abbutd 17).
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Abb. 16 Einfluss der DRO1-Mutanten in DLD1-Zellen af die Koloniebildung abhéngig von ihrer
Proteinexpression

A: Die Expression der DRO1-Konstrukte in DLD1-Zelleurde mittels Immunodetektion analysiert,
quantifiziert und mit den Aktin-Werten normalisieBlann wurden die Koloniezahlen auf die DRO1-Exgims
normalisiert und in der Grafik aufgetrag&h.Diagramm ohne die Konstrukte A und F.
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Abb. 17 Einfluss der DRO1-Mutanten in HCT116-Zellen auf die Koloniebildung abhéngig von ihrer

Proteinexpression
A: Die Expression der DRO1-Konstrukte in HCT116-Zellwurde mittels Immunodetektion analysiert,

quantifiziert und mit den Aktin-Werten normalisieBlann wurden die Koloniezahlen auf die DRO1-Exgias
normalisiert und in der Grafik aufgetrage®: Diagramm ohne die Konstrukte A und F.
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Die Diagramme zeigten, dass in DLD1-Zellen die Mitga B, C und E einen &hnlichen oder
sogar starkeren Effekt als DRO1-WT haben (s.Abb; diés bedeutet, dass diese Konstrukte
wie DRO1-WT in der Lage sind, die Koloniebildung materdriicken. Bei den HCT116-
Zellen war ein ahnliches Ergebnis zu erkennen,rdiligs konnte die Mutante B das
Zellwachstum nicht wesentlich reduzieren (s.Abb. 17

Im Gegensatz dazu waren bei den Mutanten A, D umd beiden Zelllinien deutlich mehr
Kolonien nachweisbar. Besonders fir die Mutanteandl F fielen sehr hohe Koloniewerte
auf, die wahrscheinlichste Ursache dafir war diel geringere Proteinexpression dieser
beiden Molekiile (s.Abb. 13). Aus diesem Grund wardee Ergebnisse der Konstrukte B, C,
D und E zur besseren Ubersicht nochmals gesonbigebildet (s.Abb. 16B und 17B).

Trotz der geringen Expression zeigte Mutante F,adlie dreilnternal Repeat®nthalt und
Wildtyp-DRO1 somit am ahnlichsten ist, eine staR&duktion der Koloniebildung, die mit
DRO1-WT vergleichbar war (s.Abb. 14 und 15).
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4. Diskussion

Zur kolorektalen Karzinogenese tragen genetisclieapigenetische Verdnderungen bei, die
die Umwandlung von Darmepithelzellen zu AdenokaymirZellen fordern und eine
atypische Methylierung von Tumorsuppressorgenerirkew (76). Die Mehrzahl der spontan
auftretenden Karzinome beginnt mit der Inaktiviggudes APC-Tumorsuppressorgens,
gefolgt von Mutationen des Onkogens K-ras und desadrsuppressorgens p53, die die
Tumorprogression beschleunigen (81) (86). Die lnakung von APC geht mit der
Aktivierung des TranskriptionsfaktofisCatenin einher (84).

B-Catenin induziert die Expression einiger Protog@eae, unter anderem von c-Myc, Cyclin
D1 und HDAC2.B-catenin kann aber auch die Repression einigereimtbewirken (84).
Kolligs et al. untersuchten, welche Proteine datbetroffen sind und entdeckten dabei das
Molekil DRO1 @down-regulated by oncogend84).

Ist DROL1 in Kolonkarzinomzellen stark Uberexprimidrat dies eine erhdhte Sensitivitat der
Zellen fur Apoptose zur Folge (84). Bei Verlust VDRO1 in Krebszellen kann der Tumor
allerdings weitgehend ungehindert wachsen und dashAnsprechen auf Chemotherapeutika
ist stark reduziert. DRO1 stellt sich somit als Tusuppressorgenkandidat dar, der eine
wichtige Rolle in der kolorektalen Karzinogenesekgm konnte.

DRO1 weist im Aufbau und seinen Eigenschaften grad@wlichkeiten zu anderen
Tumorsuppressorgenkandidaten auf, den Molekllen DiR&isch), URB (Maus), Equarin-L
(Huhn) und CL-2 (Ratte) (84) (89) (91) (94) (1085).

DRS-mRNA wurde in den meisten gesunden menschlickeweben nachgewiesen, bei
vielen Tumoren war die Expression stark verming@d). Es hat eine wichtige Funktion bei
der durch das endoplasmatische Retikulum- verrt@tieApoptose (86). Wahrscheinlich wird
die DRS-Expression von Onkogenen unterdriickt (86).

Das Einschleusen von beispielsweise DRO1 oder DRSebszellen mittels Gen-Therapie
kénnte in Zukunft ein nutzlicher Schritt bei dertd@dlung von Krebs sein (86).

Um zu verstehen, wie DRO1 Kolonkarzinomzellen fie époptose sensitiviert, wurde

zundchst die Wirkung der DRO1-Expression auf veesldne Apoptosesignalwege

untersucht.
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4.1 Einfluss von DRO1 auf Molekiile des Apoptosesigiweges

Bei der Bestimmung der Apoptoserate zeigte siclls e Expression von DRO1 in den
Kolonkarzinom-Zelllinien DLD1 und HCT116 zu einetef®erung der Rezeptor-vermittelten
Apoptose im Vergleich zu Kontrollzellen fihrte.

Anhand von Zelllysaten wurde dann die Expression Apoptosemolekile Caspase-8,
FADD, phospho-FADD und FLIP im Western Blot anadysi

4.1.1 Expression von DRO1 verstarkt die Umwandlungon Caspase-8 in seine aktive
Form

Caspase-8 ist die Schlussel-Initiatorcaspase desmsgchen Apoptosesignalweges, denn sie
stellt eine direkte Verbindung zwischen dem Apoesignal am Transmembranrezeptor und
der Spaltung und Aktivierung nachgeschalteter Effelaspasen dar (8).

Interessant war daher die Fragestellung, ob DRO4 HEkpression dieses wichtigen
Apoptosemolekiils steigern kann, um dadurch die dgk&@iti zur Apoptose bei
Kolonkarzinomzellen zu erhdhen.

Bei allen DLD1/DRO1- und HCT116/DRO1-Zelllysatennda die inaktive Procaspase-8 bei
57 kDA detektiert (s. Abb. 8). Zugleich wurde alomutlich, dass in beiden Zelllinien die
Stimulation mit APO zu einer Spaltung der Procaspasd Aktivierung von Caspase-8
fuhrte, die somit den Zelltod induzieren konntei Bellen, die DRO1 exprimierten, waren
die Banden des aktiven Spaltprodukts am deutliohatesehen. AuRerdem war zu erkennen,
dass bei DRO1-exprimierenden Zellen das Caspas&iSider inaktiven Vorstufe fast
vollstandig verschwunden war. Das bedeutet, daptapsche Signal war in den DRO1-
Zellen so stark, dass das Procaspase-8-Molekiubkbeiganz aufgebraucht und gespalten
wurde.

Die Behandlung von Zellen mit DROL1 begtinstigt frlgldie Spaltung von Procaspase-8 in
das aktive Caspase-8-Molekil und DRO1 kann daddsdten fur apoptotische Vorgange
sensitivieren.

Caspase-8 hat durch die Fahigkeit zur Erh6hungAgleptoserate eine wichtige Bedeutung
fur den Verlauf der Karzinogenese (30). Der Verkmt DRO1 in den Kolonkarzinomzellen
konnte deshalb zu einer erheblichen ReduzierungZdit®des und damit Tumorzellen einen
Wachstumsvorteil bieten.

Daher gibt es aktuell Uberlegungen, bei Tumoredkuagen die Caspase-8-Expression und

deren Phosphorylierungsstatus zu untersuchen,idasbein guter prognostischer Marker fur
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den Krankheitsverlauf sein konnte (29). Aul3erdemdweersucht, in Krebszellen, bei denen
die Caspase-8-Expression stark vermindert wurdeAHtivitat von Caspase-8 beispielsweise

durch Demethylierung oder Interferone wieder zwkem (30).

4.1.2 Expression von DRO1 verstarkt die Bildung deaktiven Form von FADD

Da die Caspase-8-Aktivierung vom Adaptermolekil BEABbhangig ist, erschien es sinnvoll,
im nachsten Schritt eine moégliche Wirkung von DR@df die FADD-Expression zu
untersuchen.

Die wichtigste Aufgabe von FADD besteht darin, déualtiproteinkomplex DISC zu bilden.
Dabei verbindet FADD den Todesrezeptor mit deridtorcaspase-8 (37), ist selbst jedoch
nicht enzymatisch aktiv (35).

Bei der Immunodetektion (s. Abb. 9) zeigte sich aes/e FADD-Signal mit einer Grol3e von
27 kDa hauptsachlich bei den apoptotischen ZeBenden tbrigen Lysaten ist FADD somit
grol3tenteils nicht aktiviert worden.

Es konnte dadurch gezeigt werden, dass unter Bsflon DRO1 verstarkt aktives FADD
gebildet wird. Somit wére es moglich, dass die bthdaspase-8-Expression bei Zellen mit
DROL1 letztendlich durch das vermehrte VorhandengamFADD-Molekulen erreicht wird.
Auffallend war bei der Immunodetektion allerdingasdvorhandensein weiterer Banden bei
etwa 60 kDa, die Uberwiegend bei den unstimulietelben zu erkennen waren (s. Abb. 9).
Das Signal verlief komplementar zum 27 kDa-Fragmelais bedeutet, je schwacher die
Bande bei 60 kDa war, desto starker trat das Siginalas aktive FADD-Molekul bei 27 kDa
in Erscheinung. Diese Tatsache wirde — vergleiclbiarCaspase-8 — flr eine inaktive
Vorlauferstufe von FADD sprechen. Es wéare mogladss FADD inaktiv als Dimer vorliegt
(~60 kDa) und dann in zwei aktive FADD-Molekulle reinem Molekulargewicht von je 27
kDa gespalten wird (46).

Zhang et al. beschreiben in einem Artikel versobmed FADD-Formen, fir deren Detektion
spezifische Antikorper bei der Immunodetektion bgtéwerden (46). Dabei unterscheiden
sie monomeres, nicht phosphoryliertes FADD von mogr@m phosphoryliertem FADD und
auch dimeres un- bzw. phosphoryliertes FADD (46).

Mit dem FADD- Antikorper (BioVision) konnten Zhanegt al. in 293T-Zellen FADD mit
einer GrofRe von 60 kDa und 30 kDa nachweisen. Wurtle Zellen stark denaturiert,
konnten nur die 30 kDa-Monomere nachgewiesen werbas 60 kDa schwere Molekiil
deuten Zhang et al. als FADD-Dimer, das ebensodag monomere, nicht-phosphorylierte

FADD Uberwiegend im Zytoplasma zu finden ist (48ei Stimulation mit TNk und
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Actinomycin D zeigte sich zwar eine erhebliche @&teing der monomeren
unphosphorylierten FADD-Menge, jedoch blieb die Kentration des FADD-Dimers
konstant. Das im Nukleus gelegene phosphorylieA®F wurde durch die Stimulation
reduziert (46).

Diese Beobachtungen von Zhang et al. legen nahes dias FADD-Monomer bei
apoptotischen  Stimuli vermehrt bereitgestellt wirdgdies kodnnte z.B. durch
Dephosphorylierung des nukledren FADD geschehesm Bebbachtung von Zhang, dass sich
die Menge an FADD-Dimer nach Stimulation mit Apcggeeanduzierenden Reagenzien nicht
verandert, konnte ich bei meinen Versuchen allgslinicht bestatigen, da bei Zugabe von
APO das Vorhandensein an FADD-Dimer eindeutig retizvurde. Dies spricht fur eine
Spaltung des FADD-Dimers in aktive FADD-Monomere.

Letztendlich ist die Funktion des FADD-Dimers nigimideutig geklart. Moglicherweise kann
es die Apoptose triggern; oder aber die Dimerisigrund Verkntpfung der FADD-Molekiile
an ihren Todesdomé&nen DED ist fur die Interaktimm \FADD und dem TNF-Rezeptor
notwendig (46). Das Ergebnis dieses Versuches gtiallardings vollkommen mit der
Feststellung von Zhang Uberein, dass vorherrsclitadKonzentration des monomeren
FADD wahrend der Apoptose gesteigert ist. Dieseb@ebtung wirde darauf hindeuten, dass
monomeres FADD flr die Funktion des DISC-Komplexesl den Ablauf der Apoptose
wichtig ist.

Das Interesse am FADD-Molekil und, damit verbundam, der Férderung der DRO1-
Expression kdnnte in Zukunft wohl noch weiter steigda bereits festgestellt wurde, dass
eine Expressionssteigerung von FADD die Sensitivigr von Zellen gegenlber

Chemotherapie erhéhen kann (36).

4.1.3 Expression von DRO1 bewirkt keine Zunahme deMenge an phosphoryliertem
FADD

Nachdem eine Veranderung der FADD-Aktivitat durdR@L nachgewiesen werden konnte,
blieb nun zu klaren, ob DRO1 auch den Phosphooyigsstatus von FADD beeinflussen
kann.

FADD kann am Ser194 phosphoryliert werden und Blemssist dadurch das Fortschreiten des
Zellzyklus (39) (49). Es kann den N#B-Signalweg aktivieren, was zu einer
Verschlechterung des klinischen Outcomes flhrt .(32hosphoryliertes FADD ist im

Gegensatz zum monomeren FADD unféhig, Apoptoseduzieren.
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Es ware daher zu erwarten, dass DRO1 die ExpressianpFADD reduziert, um den
Apoptosevorgang nicht aufzuhalten.

Nach langer Belichtungszeit (60 Minuten) konnte mduast fur die DLD1-Zellen ein Signal,
das phospho-FADD der Grof3e nach entspricht, detékiierden (s. Abb. 10). Allerdings war
kein Unterschied in der Signalstarke bei 28 kDa etkennen und somit ist es
unwahrscheinlich, dass DRO1 die Expression von ghmyliertem FADD beeinflussen
kann. Das Experiment wurde auch mit HCT117/DRO1efeldurchgefuhrt (Daten nicht
gezeigt), dabei konnten jedoch bei 28kDa keine @eydetektiert werden.

4.1.4 Expression von DRO1 hat einen hemmenden Einfls auf die Aktivitat von FLIP
Neben FADD ist auch FLIP ist ein wichtiges Reguld€ootein im extrinsischen
Apoptosesignalweg, da es den Zelltod durch Stegemer Caspase-8-Aktivitdt sowohl
hemmen als auch férdern kann (11). Die kurze Spdei@nte FLIR inhibiert die Caspase-8-
Aktivierung (35). In physiologischen Mengen forddre lange FLIP-Form die Apoptose, bei
erhohter Konzentration wirkt es inhibitorisch (36)).

Bei der Immunodetektion konnten bei DLD1- und b€&T16-Zellen FLIR bei 28 kDa und
FLIP_ bei 55 kDa detektiert werden (s. Abb. 11). Die Bgression von DRO1 in den
DLD1-Zellen bei gleichzeitiger Stimulation der Tadezeptoren fuhrte zu einer Abnahme des
Apoptose-hemmenden FLdfSignals im Vergleich zu den unstimulierten Zellebies
bedeutet, dass DRO1 die FkiExpression hemmen kann, um den Apoptosevorgang zu
steigern. Leider zeigte sich fir HCT116-Zellen nBERO1-Expression ein indifferentes Bild.
Ahnlich wie bei FLIR filhrten die Expression von DRO1 und die simult@poptose-
Induktion in DLD1- und HCT116-Zellen zu einer Abmaé des FLIP-Signals (55kDa).
Diese Ergebnisse implizieren, dass die Reduktion d.IP_-Expression moglicherweise
notwendig fur den Ablauf der Apoptose in dieseriedelvar.

In diesen ,FLIP“-Western-Blots waren zusatzlich ma. 40 kDa schwache Banden zu
erkennen, die ein Spaltprodukt von FLIBarstellen konnten. Irmler et al. beschreiben die
Entstehung eines 43 kDa groRen FLIP-Molekiils (£8).entsteht z.B. bei Uberexpression
von FLIP in 293T-Zellen; dabei werden von FLIRm C-Terminus einige Basenpaare
abgetrennt, indem es nach Asp 376 gespalten w8l fich bei Yang ist dieses Fragment
erwahnt (59); zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegesiss c-FLIP bei Asp 376 gespalten
werden. Dabei entstehen p43FLIP (43kDa) und p2PKRRkDa) (59).

FLIP ist ein bedeutendes Zielmolekll fur die Théapon Tumorerkrankungen, weil in

vielen Krebszellen die Expression von FLIP starkoét ist und die Zellen dabei haufig
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resistent gegeniber apoptotischen Signalen sind Za® Diskussion steht die Entwicklung
von Antisense-Oligonukleotiden unémall molecule inhibitofs die die FLIP-mRNA und

das FLIP-Protein beeinflussen sollen (59). Ebensante durch eine erhdhte DRO1-
Expression die Menge an antiapoptotisch wirkend&m® Feduziert und so das Ansprechen

auf apoptotische Signale verbessert werden.

DRO1 kann folglich die Expression einiger Apoptoséghile des extrinsischen
Apoptosesignalweges, wie Caspase-8 und FADD undP/[Fldo verandern, dass die

Kolonkarzinomzelllinien DLD1 und HCT116 vermehrtApoptose gehen.

4.2 Bedeutung der DRO1-Struktur flr die Tumorsuppression

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, welcBegukturen und Proteindoménen von
DROL1 fur dessen tumorsupprimierende Wirkung verarttigh sind. Dazu wurden sechs
Deletionskonstrukte erstellt, die entweder am amioder am carboxyterminalen Ende
verkirzt worden sind und sich in der Gesamtlangeiarder Anzahl der enthaltenémternal
Repeatsinterschieden.

Ziel war es, herauszufinden, ob bestimmte Domaierdie tumorsupprimierende Funktion
verantwortlich sind. Von besonderem Interesse wdeadrei die hochkonservierten Regionen
— die Internal Repeatsl, 2 und 3. Auch aufgrund der groRen Ahnlichkeit Repeatszu
einem bestimmten Genabschnitt des TumorsuppreB#®& schienen diese eine funktionell
sehr wichtige Region darzustellen (84).

4.2.1 Deletionskonstrukte des Tumorsuppressorgenkdidaten DRO1

In denColony Forming Assays.Abb. 14-17) konnte gezeigt werden, dass die t#fokie C,

E und F &hnlich wie DRO1-WT die Koloniebildung umkeicken konnen. Dies ist
insbesondere deshalb interessant, da die MutantendCE nur zwei der insgesamt drei in
DROL1 enthaltenemternal Repeataufweisen.

Beim Vergleich der carboxyterminal verkirzten DRMitanten B und C besitzt die Mutante
C zusatzlich eineinternal RepeatiR2, und zeigt einen deutlich hemmenden Effektdas
Koloniewachstum. Dies bedeutet, dass IR2 entwetEna oder in Kombination mit IR1 die

Koloniebildung wesentlich unterdriicken kann. Ben diurch aminoterminale Verklrzung
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enstandenen Mutanten D und E weist das Konstrulgirten starkeren Effekt auf die
Koloniebildung auf als Mutante D. Zuséatzlich untérsiden sich diese beiden Konstrukte
dadurch, dass Mutante E neben IR3 noch IR2 enthétth diese Daten deuten daraufhin,
dass IR2 entweder alleine oder in Kombination rRi8 Ifiir diesen wachstumshemmenden
Effekt verantwortlich ist.

Der Vergleich dieser vier DRO1-Konstrukte unterstidie Hypothese, dass dasternal
Repeat2 fur die DRO1-Funktion besonders wichtig zu setheint, sei es alleine oder in
Kombination mit IR1 oder IR3. Gemessen am bioldgescEffekt imColony Forming Assay
scheint die Kombination aus IR2 und IR3 dabei neate groflere Bedeutung als IR1
zusammen mit IR2 zu haben. Daflr konnten hydrophdeehselwirkungen zwischen IR2
und IR3 verantwortlich sein (89).

Trotz der geringen Expression (s. Abb. 13) zeigeeMutante F eine starke Reduktion der
Koloniebildung, die mit DRO1-WT vergleichbar war.einhoch konnte die Mutante F
aufgrund der erheblichen Molekulgré3e ein instabPeotein sein. Fir die Mutante A lassen
sich keine Ruckschliisse auf die Aktivitdt ziehenedes Konstrukt kdnnte eine geringe
intrinsische biologische Aktivitat besitzen odee &iroteinexpression war zu gering.

Bei Mutante E konnten sowohl bei DLD1-Zellen, algla bei HCT116-Zellen zwei Banden
bei der Immunodetektion nachgewiesen werden (b. AB). Die untere Bande entsprach mit
38 kDa der erwarteten GroRe. Es ist moglich, dass abere Bande einem durch
Ubiquitylierung oder Glycosylierung modifizierem Kstrukt E entspricht.

Um noch prazisere Aussagen Uber die einzelnen iRabchnitte machen zu kénnen,
mussten in folgenden Versuchen weitere Mutanteteléra’erden. Dabei konnte z.B. IR1 mit
IR3 kombiniert werden. Auch die Untersuchung vB2 klleine kdnnte sehr interessant sein
oder aber man trennt den Carboxyterminus hinterdBR3ind beobachtet, wie sich dann das
Zellwachstum verandert. Der Aufbau und die Bedegtuter Coiled-coilRegion und
natirlich eine genauere Analyse deternal Repeatsdurch gezielte Mutation einzelner
Aminosauren im Kontext des DRO1-WT-Molekiils kdnnimenso von grofdem Interesse

sein.

4.2.2 Deletionskonstrukte des Tumorsuppressorgensi>

In zwei Studien zur Beschreibung des Tumorsupprgess DRS, das dem Aufbau von
DROL1 sehr ahnlich ist, wurden ebenfalls Deletiomsiiaukte von DRS erzeugt (88) (89). Bei
Yamashita et al. wurden drei Mutanten erstellt (88)Abb. 4); die erste Mutante (CD) wurde
an der C-terminalen Region um 19 Aminosauren gekbea der nachsten (TM) fehlte die
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komplette C-terminale Region und zudem noch eihdex Transmembrandoméne, und beim
dritten Konstrukt (ND) wurde ein grol3er Teil desttdlistiicks inklusive deBushi-Repeats
entfernt (s. Abb.4) (88). Die Arbeitsgruppe war vallem an der Unterdrickung des
Verankerungs-unabhangigen Wachstums interessiatteDwurden die Deletionskonstrukte
in eine Blasenkrebszelllinie transfiziert, bei dait DRS-Wildtyp die Anoikis am besten
erkennbar war (88). Anschlielend wurde €lnlony Forming Assaydurchgefihrt (88).
Yamashita et al. kamen zu dem Schluss, dass kemdrdi Mutanten die Koloniebildung so
unterdricken kann, wie der DRS-Wildtyp (88). Sowdli¢ N- als auch die C-terminale
Region und dieRepeatssind fur die tumorsupprimierende Funktion notwegnddies ist vor
allem bei der Mutante CD erstaunlich, da sie jaurarl9 Aminosauren gekuirzt wurde, diese
Basenpaare aber wahrscheinlich die Funktion ldesgnal Repeatbeeintrachtigen. Bei der
ND-Mutante war die Koloniezahl sogar um das 2,5#aerhoht, so dass ohne @eshi-
Repeatdiberhaupt kein wachstumshemmender Effekt zu eewast (88).

In der Studie von Tambe et al. wurden nur zwei Dahskonstrukte erstellt (89). Diese sind
mit den Konstrukten CD und ND von Yamashita evatgleichbar. Auch hier zeigte sich das
gleiche Resultat, namlich dass die dg&ishi-Repeatsind die C-terminale Region fiur die
Hemmung der Koloniebildung notwendig sind (89)Akb.4).

In beiden Studien war der Umfang des Experimentszmei bzw. drei Konstrukten relativ
klein. AuBerdem gaben sie keinen genauen Aufschibss die Bedeutung jedes einzelnen
der dreiSushi-Repeats

Ubertragt man die erworbenen Erkenntnisse auf dieskukte, die fir diese Doktorarbeit in
den Experimenten gewdahlt wurden, ware wohl am ehesti erwarten gewesen, dass auch
hier keine Mutante den Effekt von DRO1-Wildtyp etti Allerdings muss beachtet werden,
dass DRS nur eimternal Repeam C-Terminus enthéalt, wohingegen DRO1 &epeatsan
verschiedenen Stellen des Gens besitzt. Und geliaden hochkonservierten Bereichen wird
eine entscheidende Funktion zugeschrieben. Dahes isei DRO1 moglich, dass bereits ein
(IR2) oder zweRepeatslie Koloniebildung hemmen kdnnen.

4.2.4 Ausblick

Durch die bisher durchgefuhrten Experimente konntemlieser Doktorarbeit einige neue
Erkenntnisse tUber den TumorsuppressorgenkandidailDgewonnen werden. Diese bieten
nun andere interessante Ansatzpunkte fur weitetersinchungen:

Es wurde herausgefunden, dass DRO1 die Expressormploptosemolekile Caspase-8,

FADD und FLIP beeinflussen kann und somit eine \grte Apoptoserate der
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Kolonkarzinomzellen erzielt. Aber in welcher Weisgewirkt DRO1 die Expressions-
veranderung und damit die Sensitivierung der Zellenapoptotische Stimuli? Setzt DRO1
verschiedene Mediatoren frei, die die Apoptosevogga fordern oder kann es die
Enzymaktivitat fur z.B. die Caspase-8-Spaltunggetei? Binden spezifische Enhancer oder
Repressoren an die DNA, um die Biosynthese bes#mmtoteine zu erhdhen oder zu
unterbinden?

Durch eine Mutationsanalyse des DRO1-Gens konntarah einiger Deletionskonstrukte
gezeigt werden, dass das Vorhandensein von nursattidreilinternal Repeatausreichend
ist, das Wachstum von Kolonkarzinomzellen zu reehezi.

Ein weiterer wichtiger und interessanter Ansatz ey&ru untersuchen, wie die DRO1-
Expression selbst reguliert wird und wie sie beiiggn Tumorzellen unterdriickt werden
kann. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse konnte dannllgieht ermdglicht werden, DROL1 in
Krebszellen, in denen die Expression supprimient, waeder zu aktivieren und somit das
Tumorwachstum zu unterbinden.

Das Erreichen neuer Erkenntnisse Uber DRO1 scHehlmenswert, da sowohl fur die
kolorektale Karzinomentstehung, als auch fur digwkoklung neuer Therapiestrategien

DROL1 ein vielversprechendes und hochinteressantdskiv ist.
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5. Zusammenfassung

Im Verlauf der kolorektalen Karzinogenese kommtygsscherweise zur Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens APC und der Aktivierung desskmgptionsfaktorsp-catenin. 3-
catenin induziert die Expression einiger Protoom®g unter anderem c-Myc, Cyclin D1 und
HDAC?2. Aber B-catenin bewirkt ebenso die Repression einigereifref darunter auch des
Molekils DRO1 down-regulated by oncogene®RO1 weist eine grolie Homologie zu dem
Tumorsuppressorgenkandidaten DRS auf;, DRS besgiztlér durch das endoplasmatische
Retikulum-vermittelten Apoptose eine wichtige Fuait Ist DRO1 in Kolonkarzinomzellen
stark Uberexprimiert, hat dies eine erhdhte Setisitider Zellen fir Apoptose-Stimuli zur
Folge.

Um zu verstehen, wie DRO1 in Kolonkarzinomzelleremer gesteigerten Sensitivierung fur
die Rezeptor-vermittelte Apoptose beitragt, wurde Einfluss von DRO1 auf die Expression
verschiedener Apoptosemolekile untersucht.

Zunachst wurden die Kolonkarzinomzelllinien DLD1 durHCT116 mit Doxyzyklin-
induzierbaren DRO1-Expressionskonstrukten stadisfiziert. Die Expression von DRO1 in
den stabil transfizierten Zelllinien wurde tGber @gstop-Tag Hemagglutinin nachgewiesen
Die DLD1 DRO1- und HCT116 DROI1-Zellen wurden mit »>ayklin behandelt.
Anschlie3end wurde der aktivierende CD95-Antik6rAPIO zugegeben, um die Apoptose zu
induzieren. Totale Zelllysate wurden erstellt unié @&xpression der Apoptosemolekiile
Caspase-8, FADD, phospho-FADD und FLIP im Westdot 8nalysiert.

Dabei konnte man feststellen, dass DRO1 die Umweagdl/on Caspase 8 in seine aktive
Form erheblich begunstigt. Zusatzlich bewirkt DR€de verstarkte Expression der aktiven
FADD-Isoform. Bei phosphoryliertem FADD konnte dgge durch DROL1 kein Einfluss auf
die Expression hervorgerufen werden. Aber die At&tvdes Apoptoseinhibitors FLIP wurde
durch die Expression von DROL1 erheblich gehemmt.

DRO1 kann folglich die Expression einiger Apoptoséghile so beeinflussen, dass
Kolonkarzinomzelllinien vermehrt den programmieri#iltod durchlaufen.

Zusatzlich sollte die Bedeutung der drgernal Repeatsind die Struktur von DRO1 genauer
untersucht werden. Da di®epeats hochkonservierte Bereiche sind und eine grol3e
Ahnlichkeit zu einem bestimmten Element von DRSitbhen, waren sie von besonderem
Interesse. Es wurden sechs DRO1- Deletionskonstristellt, drei aminoterminale und drei
carboxyterminale, die sich in ihrer Gro3e und demz#hl der enthaltenerRepeats

unterscheiden. Die Mutanten wurden in einen Expoassektor kloniert und in die
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Kolonkarzinomzelllinien DLD1 und HCT116 transfiziein Colony Forming Assaywurde
die Koloniebildung beurteilt und mit der ExpressionWestern Blot verglichen.

In diesem Experiment zeigte sich, dass auch Mutandée nur zweilnternal Repeats
enthalten, die tumorsupprimierende Wirkung von DR@ildtyp erzielen kénnen. Auch das
alleinige Vorhandensein von IR2 kdnnte bereits @ilaubend sein, um das Wachstum von
Karzinomzellen einzuschranken.

DROL1 stellt sich somit als Tumorsuppressorgenkatdihr, der Zellen fiur die Rezeptor-
vermittelte Apoptose sensitiviert. Der Verlust dBRO1-Expression bietet Tumorzellen
folglich einen Selektionsvorteil und hat daher eimehtige Bedeutung in der kolorektalen

Karzinogenese.
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