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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Krebs — eine hyperproliferative Erkrankung

1.1.1. Mechanismen der Kanzerogenese

Ein genau reguliertes Zusammenspiel zwischen Proliferation, Differenzierung und
Zellerneuerung ist die Voraussetzung fir die Homdostase in vielzelligen Organismen. Ein
Verlust dieser genauen Regulation fuhrt fast unvermeidlich zum Ausbruch hyperproliferativer
Erkrankungen wie beispielsweise Krebs oder zu Erkrankungen, die mit massiver Gewebs-
oder Organzerstorung einhergehen, wie z.B. rheumatoide Arthritis oder anderen Autoimmun-
erkrankungen.

Neben einer Reihe umweltbedingter Faktoren wie z.B. Zigarettenrauch, UV-Licht-Exposition,
ionisierende Strahlung, verschiedener Hormone und einiger Nahrungsmitteladditive [1] wird
einigen Viren und Mikroorganismen eine bedeutsame Rolle bei der Entstehung von Tumoren
zugewiesen. HIV infizierte Patienten besitzen ein hohes Risiko, an Karposi-Sarkomen oder B-
Zelllymphomen zu erkranken [2]. Eine kausale Verknupfung besteht ebenfalls zwischen der
Infektion mit dem Eppstein-Barr-Virus und dem Auftreten von Burkitt’s-Lymphomen sowie
der Ansteckung mit dem Hepatitis B Virus und der Entwicklung hepatischer Karzinome [2,
3]. In Patienten mit Karzinomen des Gastrointestinalbereichs konnte oftmals eine Infektion
mit dem Bakterium Heliobacter pylori detektiert werden [4]. Desweiteren zeigt sich fir
bestimmte Krebsarten eine familidr erhéhte Inzidenz, was auf eine genetische Pradisposition
flr das Auftreten einer bestimmten Tumor-auslosenden Mutation hindeutet. Bekannte
Beispiele hierfiir sind Mutationen in den Genen BRCA 1 und BRCA 2 in Familien mit
erhdhtem Brustkrebsrisiko und in den Genen DCC, FAP oder APC in Familien mit einer
Veranlagung flr das Auftreten von Kolonkarzinomen [5-7].

Die maligne Transformation einer Zelle ist das Ergebnis einer sukzessiven Akkumulation von
genetischen Defekten, zu denen unter anderem die Aktivierung von Proto-Onkogenen, die
Unterdriickung von Tumorsuppressorgenen sowie die Induktion invasiver Eigenschaften
gehoren. Dieser mehrstufige Prozess beinhaltet das Auftreten verschiedener Mutationen, Gen-
Amplifikationen und chromosomaler Translokationen innerhalb einer Zelle [8]. Molekulare
Alterationen betreffen vor allem Gene, die in verschiedenen Signaltransduktionskaskaden
involviert sind, die zur Zellzykluskontrolle beitragen und die Tumorinvasivitat und
Tumorimmunitét steuern. Im Verlauf der Tumorgenese in einer Zelle werden sie unabhangig

voneinander akquiriert [9]. Der transformierte Phanotyp einer Tumorzelle ist in seinem



1. Einleitung

finalen Stadium dadurch charakterisiert, dass die Zellproliferation vollig dereguliert ist, Zell-
Zell-Wechselwirkungen und die zellulare Morphologie stark veréndert sind, sich Zellen
unkontrolliert teilen kdnnen und dartiber hinaus in der Lage sind, sich aus dem
Gewebeverband zu I6sen, um in andere Gewebe zur Bildung von Metastasen einzuwandern
[9]. Das Wachstum von Tumorzellen héngt fundamental von verstarkten Proliferations-
signalen ab, mit Hilfe derer sich Tumorzellen Wachstumsvorteile gegentber anderen Zellen
verschaffen. Die Uberexpression von Wachstumsfaktorrezeptoren wie z.B. Her-2 ist ein
bekanntes Beispiel wie sich Tumorzellen auf molekularer Ebene solche Wachstumsvorteile
verschaffen [10]. Ras und Raf als integrale Bestandteile des MAP-Kinase Signalwegs sind

zwei weitere Beispiele fiir Proto-Onkogene der mitogenen Signaltransduktion [11].

Krebs und Apoptose

Im Laufe der malignen Transformation muissen Tumorzellen unter Bedingungen niedriger
Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung Uberleben. Solche Bedingungen fiihren in normalen
Geweben zur Induktion von Apoptose, um verdnderte und damit fir den Organismus
potentiell geféhrliche Zellen zu eliminieren. Tumorzellen missen daher molekulare
Mechanismen entwickeln, um diesen apoptotischen Stimuli entgegenzuwirken, damit sie
unter solchen Bedingungen wachsen und solide Tumore bilden kdnnen. Als erstes Proto-
Onkogen, das nicht-proliferative Signalwege modifiziert sondern Uberleben der Zelle durch
Blockade von Apoptose vermittelt, wurde Bcl-2 aus einer humanen Leukdmie Zelllinie
isoliert [12]. Mittlerweile konnten der Bcl-2-Familie 15 Proteine zugeordnet werden. Einige
dieser Proteine kdnnen nach Insertion in die mitochondriale Membran Apoptose verhindern
(z.B. Bcl-2, Bcl-x.) oder auch auslosen (z.B. Bax, Bcl-xs). Bei der Analyse von Primar-
tumoren zeigte sich, dass in einigen Tumortypen die beiden anti-apoptotischen Proteine Bcl-2
und Bcl-x starker exprimiert werden und somit das Auftreten von Apoptose verhindert wird.
Fir verschiedene Formen von Kolonkarzinomen und hematopoetischen Entartungen konnte
dartiber hinaus gezeigt werden, dass auch die Inaktivierung des pro-apoptotischen Proteins
Bax ein mdglicher Mechanismus der Verhinderung von Apoptose ist [12].

Als erstes Tumorsuppressorgen wurde p53 mit Apoptose in Verbindung gebracht. Mutationen
im p53-Gen konnten in einer Reihe humaner Tumore detektiert werden und gehen meist mit
einer sehr schlechten Prognose und schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie beim
Patienten einher. Neben seiner Funktion in der Kontrolle des Zellzyklus und der Erhaltung der
genomischen Integritdt nach DNA-Schaden induziert p53 unter bestimmten Bedingungen
(z.B. bei zu starker genotoxischer Schadigung) auch Apoptose [12]. Mutationen im p53-Gen

stellen also einen weiteren Mechanismus der Verhinderung von Apoptose dar. Dariiber hinaus
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konnten Mutationen in weiteren Tumor-relevanten Genen nachgewiesen werden, die ebenfalls
das Auftreten von Apoptose unterdriicken. So wurden Verénderungen im Expressionsmuster
des Fas/CD95-Rezeptors entdeckt, die zur Entartung von Zellen des Immunsystems fiihren
[12]. Der Pls-Kinase-abhangige Signaltransduktionsweg ist ein weiterer wichtiger Mediator
zur Vermittlung zellularen Uberlebens und zur Regulation von Apoptose. Die
Protein/Lipidphosphatase PTEN wurde als Tumorsuppressorgen identifiziert und ist als
Gegenspieler der Pls-Kinase in einer Reihe von Tumoren mutiert und/oder deletiert, was unter
anderem zu einer verstarkten Aktivierung der anti-apoptotisch wirksamen PKB/Akt-Kinase
flhrt [13, 14]. Insgesamt verdeutlichen diese Entdeckungen, dass die Mechanismen, die den
programmierten Zelltod unterbinden, ebenso wichtig fur die Entstehung onkologischer

Erkrankungen sind wie die Aktivierung von Wachstumssignalkaskaden.

1.1.2. Therapeutische Implikationen

Neben der operativen Entfernung (sofern mdglich) und der Bestrahlung des Tumors stellt die
Chemotherapie eine wichtige und in vielen Fallen erfolgreiche therapeutische Option fir den
Tumorpatienten dar. Sowohl Bestrahlungs- als auch Chemotherapie weisen erhebliche
Nebenwirkungen fir den Patienten auf und sind wenig selektiv bzw. spezifisch. Bei
operativer Entfernung des kompletten Tumors aber auch bei Bestrahlung des Tumors mussen
oftmals schwere Schadigungen an gesundem Gewebe hingenommen werden. Praktisch alle
etablierten Chemotherapeutika (ben ihre zytotoxische Wirkung bevorzugt auf proliferierende
Zellen Uber die Induktion von Apoptose aus, unabhdngig von ihrem eigentlichen
Wirkmechanismus oder der molekularen Zielstruktur [15]. Neben der erwiinschten Wirkung
an proliferierenden Tumorzellen weisen alle Zytostatika mehr oder weniger starke
Nebenwirkungen an sich stdndig regenerierenden Geweben wie z.B. dem blutbildenden
Gewebe (Leuko- bzw. Thrombopenien), der Knochenhaut (Aplasie), der intestinalen
Schleimhaut (Mukositis) und den Haarzellen (Alopezie) auf. Zudem kann es zur Schadigung
von Eliminationsorganen (Leber, Niere) und zu charakteristischen Substanzklasse-
spezifischen Nebenwirkungen wie z.B. Neuropathie durch Vinca-Alkaloide und andere
Spindelgifte, Herzinsuffizienz durch Anthracycline oder Ototoxizitdt von Platinderivaten
kommen [15].

Die Art der Behandlung ist abhéngig von Typus und GroRe des Tumors, der Krankheits-
progression und dem allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten. Bei Patienten mit
besonders schlechter Prognose wird oftmals auf eine sehr aggressive Therapie verzichtet, um
zumindest die Lebensqualitdt des Patienten nicht noch weiter einzuschranken. Allgemein

muss zwischen adjuvanter und palliativer Therapie unterschieden werden. Die adjuvante
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Therapie hat eine vollstandige Heilung und somit die Abtotung aller entarteter Zellen zum
Ziel und ist beispielsweise bei kindlichen Tumoren, Lymphomen, akuten lymphatischen
Leuk&mien, Morbus Hodgkin, Hodentumoren sowie seit einiger Zeit auch bei Osteosarkomen
moglich [15]. Das Behandlungsziel der palliativen Therapie besteht in der Linderung der
Beschwerden, der Lebensverlangerung und/oder der Verbesserung der Lebensqualitat. Bei der
Mehrzahl der soliden Tumore, z.B. Bronchial-, Pankreas-, Mamma- oder Ovarialkarzinomen,
ist der therapeutische Erfolg haufig sehr unbefriedigend und klinisch kann oft lediglich eine
langerfristige Remission erzielt werden. Die unvollstandig entfernte Tumormasse kann sich
erneut vermehren und zum Rezidiv fiihren [15]. Bei der Kombination von Chemotherapie mit
Bestrahlung bzw. Operation wird zwischen adjuvanter und neo-adjuvanter Chemotherapie
unterschieden. Bei der adjuvanten Chemotherapie werden Zytostatika im Anschluss an eine
Operation oder Bestrahlung zur Behandlung von Mikrometastasen und Tumorresten gegeben.
Die neo-adjuvante Chemotherapie dient zur Schadigung des Tumors und seiner
Verkleinerung vor der Operation bzw. Bestrahlung.

Chemotherapeutika konnen in Abhdangigkeit von ihrem Wirkmechanismus Kklassifiziert
werden. Alkylierende Zytostatika wie Melphalan, Ifosphamid oder Cyclophosphamid wirken
Zellzyklus-unabhéngig vor allem durch Alkylierung von Nucleinséduren. Nach ihrer
metabolischen Aktivierung zu Carbokationen quervernetzen sie u.a. DNA-Strange und
verhindern so die Replikation und Transkription. Einen &hnlichen Mechanismus weisen
Platinderivate wie Cis Platin oder Carboplatin auf, die intrazellular einen elektrophilen Aquo-
Komplex bilden und dann ebenfalls DNA-Strange vernetzen kénnen. Antimetaboliten wie 5-
Fluorouracil verdrangen naturliche Stoffwechselbausteine und werden in DNA (pulsatile
Gabe) oder RNA (kontinuierliche Gabe) inkorporiert, wodurch Stoffwechsel und Zellteilung
gestort werden. Natirlich vorkommende Antibiotika wie Mitoxantron oder das Anthracyclin
Doxorubicin interkalieren in die DNA, verhindern somit die Transkription und sorgen fir
DNA-Strangbriiche. Bereits vor Interkalation in die DNA hemmen diese beiden Substanzen in
niedrigen Konzentrationen éhnlich wie Etoposid das Enzym Topoisomerase |1, was ebenfalls
zu DNA-Strangbrichen fiihrt. Eine weitere Klasse der Topoisomerase | Hemmstoffe bilden
die Derivate des Alkaloids Camptothecin. Pflanzenalkaloide wie Vincristin oder Paclitaxel
(Taxol) blockieren das Fortschreiten des Zellzyklus und der Mitose, indem sie die
Mikrotubuli des Spindelapparates destabilisieren (Vincristin) bzw. Gbermdfig stabilisieren
(Taxol) [15].

Etwa 60% aller chemotherapeutisch behandelten Tumore weisen bereits eine intrinsische

Chemoresistenz auf, wahrend 40% der Tumore Chemoresistenz im Laufe einer Therapie
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akquirieren. Falls nach einer chirurgischen Entfernung noch Resttumormasse im Korper
verbleibt, stellt die Chemoresistenz das grofite Hindernis in der erfolgreichen Tumor-
behandlung fur den Patienten dar. Obwohl bereits einige Mechanismen, die zu
Chemoresistenz fiihren, molekularbiologisch beschrieben sind, werden nur wenige dieser
Mechanismen auch tatsachlich in der Klinik beobachtet [16]. Neben der Uberexpression des
MDR (,,Multi-Drug-Resistance*) Transportergens und der enzymatischen Inaktivierung des
Zytostatikums (z.B. durch Glutathion-S-Transferasen) ist die Unterdriickung apoptotischer
Stimuli der meist verbreitete Mechanismus, mit Hilfe dessen sich Tumorzellen der
zytotoxischen Wirkung von Standard-Chemotherapeutika entziehen [17, 12]. Hierbei zeigen
sich deutliche Zusammenhénge zwischen den genetischen Alterationen innerhalb einer
Krebszelle und der Resistenz-Bildung. So aktivieren viele Agentien beispielsweise p53. Ein
Verlust von funktionalem p53 durch Mutationen oder Deletionen - wie in vielen Tumorzellen
zu beobachten - erschwert daher massiv die therapeutische Wirkung von p53-aktivierenden
Substanzen [12]. Neben der Resistenzbildung durch erhéhte Expression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 und Desensitivierung durch verringerte Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bax wurde in chemoresistenten Zellen die verstarkte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der zellulare Uberlebenssignale vermittelt, beobachtet [12].
Auch eine starkere Aktivierung des Pls-Kinase-Signalwegs und die damit einhergehende
erhohte Aktivitat der anti-apoptotisch wirksamen Kinase PKB/Akt wurde als Mechanismus
zur Ausbildung von Chemoresistenz beschrieben [18, 19]. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist
anzunehmen, dass die Wiederherstellung apoptotischer Wirkmechanismen oder die
Unterdriickung anti-apoptotischer Signalwege zusammen mit dem Einsatz konventioneller
Chemotherapie den therapeutischen Nutzen fir den Patienten signifikant verbessern konnte.

Seit einigen Jahren besteht in der Tumortherapie die Tendenz, das gewachsene
mechanistische Verstdndnis zu nutzen, um Zielmolekul-orientiert wirkende Substanzen zu
identifizieren, die selektiv in bestimmte Signalwege eingreifen [153]. Dabei wird davon
ausgegangen, dass potente und spezifische Inhibitoren dieser Zielmolekile als
Einzelkomponenten nicht unbedingt eine zytostatische oder zytotoxische Aktivitat aufweisen.
Allein in Kombination mit konventioneller Chemotherapie kénnen solche Inhibitoren ihr
therapeutisches Potential entfalten, indem sie beispielsweise Wachstumssignale unterdriicken
oder Tumorzellen gegenuiber apoptotischen Stimuli hervorgerufen durch Chemotherapeutika
resensitivieren und somit zu einer effizienten Tumorregression fiihren [153]. Eine Steigerung
der therapeutischen Effizienz lielRe sich somit nicht allein durch Erhéhung der Dosis auf

toxische Konzentrationen erreichen, sondern die selbe therapeutische Wirksamkeit kénnte
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durch Verabreichung niedrigerer Dosen Chemotherapeutika bewirkt und damit die

ungewunschten Nebenwirkungen auf normale Gewebe oder Zellen reduziert werden.

1.2. Etablierung eines in vitro Testsystems zur Auffindung von Inhibitoren

der Ras-Raf Interaktion

Der erste Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Etablierung eines Testsystems zur
Wirkstofffindung spezifischer Inhibitoren der Ras-Raf-Interaktion. In einer Vielzahl maligner
Transformationen spielt die Deregulation der Ras-Signalkaskade eine bedeutende Rolle,
wobei der Protein-Protein-Interaktion zwischen Ras und Raf eine Schlusselfunktion in der
Aktivierung dieses mitogenen Signalwegs zukommt [20, 37]. Mit Sulindac Sulfid konnte
bereits eine Substanz gefunden werden, die u.a. als Inhibitor dieser Protein-Protein-
Interaktion fungiert und somit potentiell die Ras-induzierte Transformation von Tumorzellen
verhindern kann [43, 161]. Zur Validierung des Testsystems wurde das Proteinpaar Activin-
1B-R/FKBP12 ausgewéhlt, da es sich zum einen um eine sehr starke, gut charakterisierte
Protein-Protein-Interaktion handelt und zum anderen mit FK506 ein spezifischer Inhibitor
dieser Interaktion existiert. Mit Hilfe dieses Interaktionspaares sollte die Spezifitat der [3-
Galactosidase-Komplementation Uberprift und so die Funktionalitdt des Systems bestétigt

werden.

1.2.1. Mitogener Signalweg

Ein entscheidender Schritt der Tumorgenese liegt darin, dass Krebszellen in der Lage sind,
tbermé&Rig stark zu proliferieren und sich somit Wachstumsvorteile gegenuber nicht-
transformierten Zellen verschaffen. Bei der Regulation von Zellwachstum und Zell-
differenzierung spielen mitogene Signalwege eine entscheidende Rolle [20, 21]. Eine Vielzahl
von Genen, die der Vermittlung und Regulation von Wachstumssignalen dienen, konnten als
Proto-Onkogene identifiziert werden [21-23]. Eine der am besten untersuchten proliferativen
Signaltransduktionskaskaden ist der sogenannte MAP-Kinase Signalweg, der in Abbildung 1-
1 dargestellt ist [24, 25].

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) - wie beispielsweise der EGF- oder PDGF-Rezeptor -
dimerisieren nach Ligandenbindung und werden infolgedessen an spezifischen Tyrosin-
Resten autophosphoryliert. An die neu generierten Phospho-Tyrosin-Reste der RTKs lagern
sich nun die Adaptermolekiile Shc, GRB2 sowie SOS an und sorgen so fur die Rekrutierung

des Proto-Onkogens Ras an die Zellmembran. Die Verankerung des Ras-Proteins in der
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Membran erfolgt durch den kovalent verknipften Prenyl-Rest. Ras ist eine monomere
GTPase, die im GTP-gebundenen Zustand aktiv und im GTP-ungebundenen Zustand inaktiv
ist [26].
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Abb. 1-1: MAP-Kinase Signalweg. Nach Bindung des Liganden dimerisieren Rezeptortyrosinkinasen und
werden autophosphoryliert. Ras fungiert als Schalter zwischen den an phosphorylierten Tyrosin-
Resten gebundenen Adaptermolekillen und einer nachgeschalteten Signalkaskade verschiedener
Serin-/Threonin-Kinasen, die schlieRlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und somit zur
Transkription von mitogenen Genen fihrt [24, 25].

Abbildung 1-2 zeigt die Regulation der Aktivitdt von Ras. Unter Vermittlung von
sogenannten ,,Guanine Nucleotide Release Proteins* (GNRPs) wird Ras durch den Austausch
von GTP zu GDP aktiviert. Die Hydrolyse des GTP wird durch , GTPase aktivierende
Proteine” (GAPSs) vermittelt, wobei Ras erneut in seinen inaktiven Zustand tbergeht. Durch
die GTP-Bindung kommt es zu einer starken Konformationsdnderung, wodurch Ras mit
seinen nachgeschalteten Interaktionspartnern wechselwirken kann [26]. Die Signal-
weiterleitung erfolgt Uber eine Kaskade verschiedener Serin-/Threonin-Kinasen. Die Kinase
Raf-1 wird durch Interaktion mit Ras aktiviert und phosphoryliert MEK-1 oder MEK-2
Kinase, die nun ihrerseits ERK-1 bzw. ERK-2 sowohl an Serin-/Threonin- als auch Tyrosin-
Resten phosphoryliert. Phosphorylierte ERK Kinase kann in den Zellkern translozieren und
dort ihre Zielproteine, z.B. den Transkriptionsfaktor Elk-1, phosphorylieren und die
Transkription von Genen aktivieren [24].

Bei der Interaktion von Ras und Raf handelt es sich um den zentralen Schalter zwischen
einem Kkurzfristigen Signal, das durch Tyrosin-Phosphorylierung des Wachstumsfaktor-
rezeptors und anschlielender Aktivierung von Ras hervorgerufen wird und einer
nachgeschalteten Signalkaskade, die Uber l&nger anhaltende Serin-/Threonin-Phosphory-

lierung die Transkription von Genen aktiviert. Nach ihrer Entdeckung wurde dieser Protein-
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Protein-Interaktion schnell eine bedeutende Rolle in der zelluldren Transformation
zugewiesen [27-30]. Mittlerweile wurden drei humane Ras Gene (H-, N- und K- Ras)
identifiziert, die jeweils fiir eine 21kDa GTPase von 188-189 Aminosduren kodieren [25].
Durch die Mutationen der Aminosduren 12, 13 bzw. 61 entstehen Ras-Proteine mit stark
transformierendem Potential, da diese Proteine nur sehr eingeschrankt in der Lage sind, GTP
wieder zu GDP zu hydrolysieren und somit stets in ihrer aktivierten Konformation vorliegen
[25].

Zellmembran
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Abb. 1-2: Regulation der Aktivitit von Ras. GTPase aktivierende Proteine (GAPs) hemmen die Aktivitat
von Ras, indem sie das Protein dazu stimulieren, das gebundene GTP zu hydrolysieren. Guanine
Nucleotide Release Proteins (GNRPSs) aktivieren Ras, da sie die Freisetzung von GDP férdern [26].

Raf-1 ist eine Serin-/Threonin-Kinase, die aus zwei funktionalen Domanen besteht: Die
N-terminale regulatorische Doméne unterdriickt die Funktion der C-terminalen Kinase
Domane [31]. Die Aktivitdt von Raf-1 wird zum einen durch Hyperphosphorylierung
gesteuert, zum anderen weist Raf-1 sowohl im inaktiven als auch im aktiven Zustand eine
starke Interaktion mit 14-3-3-Proteinen auf [25, 31]. Im inaktiven Zustand verdecken diese
eine Ras-Bindestelle und stabilisieren so die inaktive Konformation. Nach Hyperphosphory-
lierung konnen 14-3-3 Proteine aber auch die aktive Form von Raf-1 stabilisieren und die
Inaktivierung von Raf-1 durch Phosphatasen verhindern [30-32]. Die Stabilitdt und die
korrekte Lokalisation von Raf-1 wird durch eine sehr feste Assoziation mit den Chaperonen
Hsp90 und p50 vermittelt [31]. Bis jetzt konnten drei verschiedene Isoenzyme von Raf - Raf-
1, A-Raf und B-Raf - gefunden werden, die in verschiedenen Organen unterschiedlich stark
exprimiert werden [33]. Sie besitzen eine gemeinsame, hoch konservierte Struktur der
regulatorischen und der Kinase-Domane, unterscheiden sich jedoch in ihrem zur Aktivierung
notwendigen Phosphorylierungsmuster und ihrer Ras-Bindungsaffinitét [33].

Entscheidend fir die Aktivierung von Raf-1 ist die direkte Interaktion mit Ras, wie sie in
Abbildung 1-3 dargestellt ist. Hierbei handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, wobei
die Aktivierung durch direkte Protein-Protein-Interaktionen zwischen verschiedenen Ras-
Domanen mit zwei Raf-1-Doménen erfolgt [34, 35]. Die Membranassoziation von Raf-1 wird

durch Wechselwirkung von Ras mit der ersten Ras-Bindestelle (Raf-1 Aminoséuren 55-131)
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vermittelt. Die Interaktion der zweiten Ras-Bindestelle in der Cystein-reichen Doméne von
Raf-1 ist fir die vollstdndige Aktivierung von Raf-1 nétig [25]. Ein wichtiger Co-Faktor bei
der Aktivierung von Raf-1 ist das anionische Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS),
das die Bindung von Ras an die zweite Ras-Bindestelle vermittelt, indem es die Interaktion
des 14-3-3 Proteins mit der zweiten Ras-Bindestelle ersetzt. Die vollstandige Aktivierung von
Raf-1 erfolgt nun durch Phosphorylierung an verschiedenen Serin-, Threonin- und Tyrosin-
Resten [25].

Zellmembran

kein Signal Stimulation

Abb. 1-3: Ras vermittelte Aktivierung von Raf-1. Durch die GTP-Bindung von Ras kommt es zu einer
starken Konformationsanderung, die die Translokation von Raf-1 an die Membran vermittelt. Die
Ras-Raf-1-Interaktion erfolgt Uber zwei Domadnen. Raf-1 ist sowohl im inaktiven als auch im
aktiven Zustand an die beiden Chaperone Hsp90 und p50 sowie ein 14-3-3 Protein gebunden, die
beide Konformationen stabilisieren. Das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS) bindet im
aktiven Zustand an das 14-3-3-Protein und ermdglicht so die Bindung von Ras an die zweite Ras-
Bindestelle von Raf-1. Zur vollstdndigen Aktivierung wird Raf-1 durch verschiedene Kinasen
sowohl an Serin-/Threonin- als auch Tyrosin-Resten hyperphosphoryliert [25].

Neben der Interaktion mit Raf wechselwirkt aktiviertes Ras im GTP-gebundenen Zustand mit
weiteren Proteinen, wobeli diese ihrerseits Signalkaskaden aktivieren und somit
verschiedenste biologische Funktionen erfiillen. So konnten u.a. Wechselwirkungen mit
weiteren  Serin-/Threonin-Kinasen (MEKK-1, PKC-{), den Ras GAPs pl20°*" und
Neurofibromin (NF1), verschiedenen pl110-Untereinheiten der Pls-Kinase sowie den
RalGNRPs RalDGS, RGL/Rsb2 und RGL2/Rfl nachgewiesen werden [36]. Die Aktivierung
von Ras l6st also ein vielféltiges Spektrum zellularer Antworten aus.

Verschiedene Mitglieder der Ras Uberfamilie besitzen funktionelle Bedeutung bei der
Kontrolle von Proliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und der Organisation des
Zytoskeletts. Somit ist es nicht verwunderlich, dass 30% aller Tumore Mutationen in einem
Ras-Gen aufweisen [20, 37]. Daher werden momentan starke Anstrengungen zur Auffindung
selektiv wirksamer Substanzen, die Ras-abhdngige Signalwege blockieren, unternommen.

Eine relativ gut untersuchte Substanzklasse umfasst Inhibitoren des Enzyms Protein-
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Farnesyltransferase, die die Zellproliferation insbesondere von malignen Zellen dadurch
verhindern, dass Mitglieder der Ras-Uberfamilie (Ras, RhoB) nicht isoprenyliert und somit
nicht in die Membran integriert und aktiviert werden konnen [38-40]. Ebenfalls zur
Auffindung von Inhibitoren der mitogenen Signalkaskade wurde ein Testsystem entwickelt,
mit dem sich Hemmstoffe der Kinasen Raf-1, MEK1 und ERK2 detektieren lassen [41]. Die
Wirksamkeit solcher Inhibitoren konnte kurzlich in vivo gezeigt werden. Durch die
Verabreichung eines oral verfligbaren MEK-Kinasehemmstoffs konnte in Maéausen das
Wachstum von Kolon-Karzinom-Zelllinien um 80% verringert werden [42]. Ein weiterer
Ansatzpunkt zur Unterbrechung mitogener Signale liegt in der Verhinderung der
Wechselwirkung zwischen Ras und Raf. Ein solcher Protein-Protein-Interaktionshemmstoff
wurde mit der anti-inflammatorisch wirksamen Substanz Sulindac identifiziert [43]. Diese
nicht-steroidale Substanz wird im Koérper zum Sulfid und zum Sulfon metabolisiert und
besitzt als solche anti-tumorale Wirkung [43, 44]. Sulindac Sulfid bindet direkt an Ras und
verhindert so die Wechselwirkung mit Raf. Dartiber hinaus verhindert es die Anlagerung von
CDC25 und p120%F, die fiir den Nucleotid-Austausch bzw. die Beschleunigung der GTP-
Hydrolyse verantwortlich sind [43]. Sulindac gehort zur Klasse der nicht-steroidalen anti-
inflammatorischen Substanzen und besitzt Uber seine Eigenschaft als Ras-Raf-Interaktions-
hemmstoff hinaus noch eine Reihe weiterer Wirkungen und somit auch Nebenwirkungen,
indem sie u.a. in den Arachidonsdure-Stoffwechsel und somit die Prostaglandinsynthese
eingreift. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Auffindung von Hemmstoffen der

mitogenen Signalkaskade ein innovativer Ansatz fur eine selektive Tumortherapie sein kann.

1.2.2. Activin-Rezeptor Signalweg

Bei der Familie der TGF-B-Rezeptoren handelt es sich um membranstandige Rezeptoren mit
Serin-/Threonin-Kinaseaktiviat [45-47]. Wie in Abbildung 1-4 dargestellt, besteht ein
Rezeptor aus einem Heterodimer einer Untereinheit der Klasse | und einer Untereinheit der
Klasse II, die sich strukturell deutlich voneinander unterscheiden [47]. Die Rezeptor-
Untereinheit der Klasse Il sorgt fir die Spezifitdit der Ligandenbindung und interagiert
selektiv mit bestimmten Klasse I-Untereinheiten, wahrend die Untereinheit der Klasse I nach
erfolgter Bindung des Liganden fir die Signalweiterleitung verantwortlich ist [45]. Nach
Ligandenbindung rekrutiert der Klasse Il-Rezeptor einen Rezeptor der Klasse | und
transphosphoryliert diesen. Die intrazelluldare Signalweiterleitung erfolgt mittels der
Phosphorylierung von Smad-Proteinen durch den im aktivierten Komplex befindlichen
Rezeptor der Klasse | [48, 49]. Abhangig davon, welcher Ligand an die entsprechende
Isoform des Rezeptors gebunden hat, werden die Proteine Smad 1, 5 oder 8 (Ligand: BMP,
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»,bone morphogenic protein“) bzw. 2 oder 3 (Ligand: TGF-B, Activin) phosphoryliert [48].
Das phosphorylierte Smad-Protein ist nun in der Lage, mit Smad 4 ein Heterodimer zu bilden.
Dieses kann in den Kern translozieren und dort durch direkte DNA-Bindung als
Transkriptionsfaktor fungieren [48]. Die Smad-Proteine 6 und 7 besitzen inhibitorische
Funktion. Sie koénnen an Rezeptoren der Klasse | binden und so die Anlagerung von

Rezeptor-regulierten Smads verhindern [48].
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Abb. 1-4: TGFp Signalweg. Nach Bindung eines Liganden an einen Rezeptor der Klasse II kommt es zur
Heterodimerisierung mit einem Rezeptor der Klasse I, der infolgedessen transphosphoryliert wird.
Liganden-spezifisch werden nun Smad-Proteine phosphoryliert, die wiederum mit Smad 4
heterodimerisieren, in den Kern translozieren und dort als Transkriptionsfaktor wirken kdénnen
[45-47].

Bislang konnten jeweils ein TGF-B-Rezeptor der Klasse I und II (TBR-I bzw. TPR-1I) sowie
jeweils zwei Activin-Rezeptoren der Klasse | (ActR-1 und IB) bzw. der Klasse Il (ActR-II
und 11B) identifiziert werden [47, 48]. Als Liganden dienen die Zytokine TGF- und Activin,
der Activin-Antagonist Inhibin, sowie verschiedene ,,bone morphogenetic Proteins® (BMPS)
[46]. Bei den drei Zytokinen handelt es sich um dimere Polypeptide von etwa 80
Aminosduren, die Uber mindestens eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Sie
entstehen durch die homo- und heterodimere Kombinationen von mindestens drei (TGF-1, -
B2, -B3) bzw. zwei (Activin- Bl und -B2) nahe verwandten Genprodukten [47]. TGF-p
inhibiert die Zellproliferation, vermittelt die Bildung extrazellularer Matrix und reguliert die
Zelldifferenzierung. Activin reguliert die Proliferation und Differenzierung endokriner Zellen
des reproduktiven Systems und ist in der embryonalen Entwicklung bedeutsam [46, 47].
Inhibin antagonisiert und blockiert die Wirkung von Activin, indem es mit Activin um die
selbe Bindungsstelle an Activin-Rezeptoren konkurriert. So vermittelt Activin beispielsweise

die Synthese und Freisetzung von FSH (,,Follikel-stimulierendes Hormon®) aus der
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Hypophyse, wéhrend Inhibin sowohl die Synthese als auch die Freisetzung von FSH
verhindert [45].

Einige Rezeptoren der Klasse | kdnnen mit dem zytoplasmatischen Immunophilin FKBP12
(,FK506 binding protein 12) interagieren [50-52]. FKBP12 bindet an den Liganden-freien
Rezeptor der Klasse | und wird nach erfolgter Ligandenbindung wahrend der Hetero-
dimerisierung mit dem Klasse Il -Rezeptor und der Transphosphorylierung wieder freigesetzt
[51]. Die genaue physiologische Funktion von FKBP12 ist nicht bekannt, FKBP12 scheint
jedoch ein negativer Regulator des TGF-p-Rezeptor-Signalwegs zu sein. Eine mogliche
Wirkweise konnte die Rekrutierung inhibitorisch wirksamer Proteine an den Klasse | -
Rezeptor durch FKBP12 sein [51]. Zum anderen stabilisiert FKBP12 durch Bindung an die
regulatorische Domane die inaktive Konformation der Kinasedomdne und verhindert eine
Transphosphorylierung ohne Ligandenbindung [52]. FKBP12 spielt dariber hinaus bei der
Vermittlung der immunsuppressiven Wirkung von FK506 eine entscheidende Rolle [51, 53].
Nach Bindung an FKBP12 verhindert FK506 die Interaktion von FKBP12 mit seinen
physiologischen Bindungspartnern [50, 53]. FK506 ist also &hnlich wie Sulindac Sulfid ein
direkter Inhibitor von Protein-Protein-Interaktionen.

1.2.3. Testsysteme zur Darstellung von Protein-Protein-Interaktionen

Spezifische Interaktionen zwischen Proteinen sind die Basis von vielen essentiellen
biologischen Prozessen in Saugetierzellen. So bestehen zum Beispiel die Signalkaskaden, die
zu Zellwachstum bzw. zur Zellteilung fiihren, aus einer hierarchischen Reihe von Protein-
Protein-Interaktionen. Um das Netzwerk der Proteininteraktionen zu entschliisseln, wurden
verschiedene Techniken wie z.B. Co-Immunprazipitation (Fallung von Proteinkomplexen
mittels Antikorper), Quervernetzung von zwei interagierenden Proteinen mit anschlieRender
Reinigung und Sequenzierung der Proteine oder das Yeast two-hybrid System entwickelt.
Letzteres basiert auf der transkriptionellen Aktivierung eines Reportergens durch die
Wechselwirkung zweier Fusionsproteine bestehend aus einem potentiell interagierenden
Proteinpaar, das mit einer DNA-Bindedoméne bzw. einer Transkriptions-aktivierenden
Domane fusioniert ist [54-56]. So kdnnen zum einen neue Protein-Protein-Interaktionen unter
Benutzung von cDNA-Béanken entdeckt werden, zum anderen ist es mdoglich, Inhibitoren
einer bestimmten Protein-Protein-Interaktion zu detektieren [55]. Nachteile des Yeast two-
hybrid Systems liegen darin, dass dieses nicht in S&ugerzellen sondern ausschlieBlich in
Hefen angewendet werden kann, dass die Transkription eines Reportergens nur eine indirekte
Detektionsmethode darstellt und dass die Fusionsproteine in den Kern gelangen missen,
weshalb eine Verwendung von Membran-stdndigen Proteinen nur sehr eingeschrankt machbar
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ist [54]. Ein Ansatz zur in vitro Detektion einer groBen Anzahl von Protein-Protein-
Interaktionen bietet der ,,Universal Protein Array* (UPA) [57]. Hierbei werden verschiedene
aufgereinigte Proteine auf eine Zellulose-Membran gespottet und der Filter anschlieBend mit
radioaktiv markierten Protein, DNA- oder RNA-Sonden inkubiert. Die Vorteile bestehen
darin, dass eine mehrfache Hybridisierung eines Filters moglich ist und zur Detektion keine
aufwendige Apparatur noétig ist. Nachteilig ist die sehr aufwendige Klonierung, Expression
und Aufreinigung der Proteine [57].

Ein erstes System zur in vivo Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in Saugerzellen
wurde mit dem ,,protein-fragment complementation assay* (PFC) entwickelt [58]. Hierbei
werden zwei nicht-funktionale sich komplementierende Deletionsmutanten der murinen
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) mit potentiell interagierenden Proteinpaaren fusioniert. In
DHFR-defizienten Zellen kénnen Klone, die interagierende Proteinpaare aufweisen, direkt
selektiert werden. Da in Zellen mit Wildtyp DHFR keine Signalamplifikation stattfindet, ist
eine starke Uberexpression der Protein-Interaktionspartner nétig, was zu Artefakten fiihren
kann. Eine erfolgreiche Anwendung dieses Testsystems wurde fir den Erythropoietin-
Rezeptor und die mechanistische Aufklarung seiner Dimerisierung gezeigt [59].

Eine neuartige Methode zur direkten Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in vitro und
in vivo wurde mit der intracistronischen [3-Galaktosidase Komplementation entwickelt [54].
Die erfolgreiche Aufklarung der B-Galaktosidase Kristallstruktur ermdglichte die funktionelle
Zuordnung der Doménenstruktur und vermittelte ein weitergehendes Verstdndnis der a-
Komplementation, der Ausbildung eines funktionellen 3-Galaktosidase Enzymkomplexes aus
zwei nicht-funktionellen Deletionsmutanten [60, 61]. Bei der intracistronischen [3-
Galaktosidase Komplementation werden ebenfalls zwei nicht-funktionelle Deletionsmutanten
verwendet, die aber im Gegensatz zur a-Komplementation nur durch Fusion mit
interagierenden Proteinpaaren einen aktiven Enzymkomplex bilden kénnen, da die Affinitat
der beiden Deletionsmutanten zueinander zu niedrig flr eine erfolgreiche Komplementation
ist [62-64]. Nur bei Interaktion der beiden Proteine lasst sich somit eine Enzym-vermittelte 3-
Galaktosidase-Aktivitat beobachten. Mit Hilfe dieser Methode lasst sich z.B. die Fusion von
Zellen beobachten, indem die zu fusionierenden Zellen jeweils ein Fusionsprotein bestehend
aus einem interagierenden Proteinparchen und einer [-Galaktosidase Deletionsmutante
tragen, eine Enzymaktivitat ist erst bei erfolgter Fusion zu beobachten [62]. Eine weitere
Anwendungsmadglichkeit besteht in der direkten Untersuchung bestimmter Protein-Protein-
Interaktionen in vivo und in vitro [63]. So konnte die Dimerisierung des membranstandigen

EGF-Rezeptors (EGF-R) in lebenden Zellen durch die Bildung chimérer Rezeptoren
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bestehend aus der extrazellularen und transmembrandren Doméne des EGF-R und jeweils
einer Deletionsmutante der [-Galaktosidase beobachtet werden [65]. Da die Handhabung
dieses Testsystems relativ einfach ist, besteht die Mdoglichkeit einer Hochdurchsatzanalyse
von Substanzbanken zur Auffindung spezifischer Inhibitoren von Protein-Protein-
Interaktionen [54]. Die Vorteile dieser Methode liegen zum einen in der Verwendung des
fluorogenen Substrats Fluor-X-Gal, das bereits in minimalen Mengen sehr gut zu detektieren
ist. Eine Uberexpression der Fusionsproteine ist daher nicht nétig. Zum anderen lassen sich
Protein-Protein-Interaktionen fortlaufend beobachten. Ungewiss bleiben jedoch die sterischen
Limitationen des Systems, da es sich um eine komplexe Enzymreassoziation handelt [54].
Aufgrund dieser Vorziige gegenilber anderen System zur Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen wurde die B-Galaktosidase Komplementation zur Etablierung eines in vitro
Testsystems zur Auffindung von Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion ausgewahlt (siehe
Kapitel 1.4).

1.3. Validierung von PKB/Akt als Zielprotein in der Tumortherapie

Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt im
Hinblick auf die Entwicklung neuartiger anti-tumoraler Strategien. In der Literatur ist die
anti-apoptotische Wirkung von PKB/Akt als zentralem Mediator von zellularen Uberlebens-
signalen ausfuhrlich beschrieben [110-113, 115]. Wenig untersucht hingegen ist die
therapeutisch relevante Verbindung von PKB/Akt zu Chemoresistenz bzw. die Mechanismen,
durch die PKB/AKkt an der Vermittlung von Chemoresistenz beteiligt ist [114]. Die meisten
der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika téten Tumorzellen (ber die Induktion
von Apoptose [173]. Dabei werden verschiedene Signalwege unterschieden: Zum einen die
Auslésung von Apoptose durch membranstandige Rezeptoren (sogenannte Todesrezeptoren),
dariber hinaus die Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs durch Entzug von
Wachstumsfaktoren oder anderen Stresssignalen und schlielich die Induktion des p53
Signalwegs nach dem Auftreten von DNA-Schéden [66]. Ein wesentliches Aufgabengebiet
dieser Promotionsarbeit bestand in der Aufkldrung von Mechanismen, durch die PKB/Akt

Chemoresistenz vermittelt.

1.3.1. Apoptose und Apoptotische Signalwege

Der programmierte Zelltod (Apoptose) stellt einen essentiellen Mechanismus zur
Eliminierung geschadigter und potentiell gefahrlicher Zellen bei der Organbildung wahrend

der Embryogenese und spéater bei der Homdoostase multizelluldrer Organismen dar [66].
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Apoptose ist ein hdchst organisierter und reguliert verlaufender Vorgang und umfasst die
Fragmentierung der DNA, die Schrumpfung der Zelle und den Zerfall der Zelle in Membran-
umschlossene vesikuldre Partikel, die durch Phagozytose eliminiert werden, ohne dass es zu
einer entziindlichen Reaktion kommt [67]. Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli
hervorgerufen werden wie z.B. durch Signale wahrend der Entwicklung des Organismus,
durch zelluldren Stress oder durch Unterbrechung des Zellzyklus [66]. Eine Reihe von
zelluldren Faktoren, die fir die Regulation, Koordination und Ausfiihrung von Apoptose
verantwortlich sind, konnten identifiziert werden. In Sdugerzellen wird Apoptose dabei im
Wesentlichen durch drei Signalwege hervorgerufen. Der erste Weg umfasst die Ausldsung
von Apoptose durch membranstdndige Rezeptoren (sogenannte Todesrezeptoren) wie
beispielsweise TNFa- oder Fas-Rezeptor, die nach der Bindung ihres Liganden
Adaptermolekiile rekrutieren und so den Ablauf einer Caspase-Kaskade einleiten, was
schlieBlich zum Absterben der Zelle fuhrt [66]. Der zweite Weg wird durch Entzug von
Wachstumsfaktoren ausgelost und durch Proteine der Bcl-2 Familie reguliert. Durch
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien wird wiederum eine Caspase-Kaskade
initiiert, die schlielich zu Apoptose fiihrt. Der dritte Signalweg wird nach DNA-Schéadigung
aktiviert, wobei das Tumorsuppressorprotein p53 eine Schlusselrolle einnimmt. Nach
Aktivierung von p53 kommt es u.a. zur Initiation einer Caspase-Kaskade. Der genaue

Mechanismus dieser Aktivierung ist noch nicht vollig aufgeklart [66].

Caspasen — zentrale Effektoren der Apoptose

Charakteristisch fur fast alle Signalwege zur Ausldsung von Apoptose ist die Aktivierung von
Caspasen [67-69]. Bislang konnten 14 Caspasen aus S&ugerzellen identifiziert und kloniert
werden. Diese Cystein-Proteasen werden in der Zelle als inaktive Zymogene synthetisiert und
besitzen eine vergleichbare Struktur bestehend aus vier Domanen: Einer N-terminalen Pro-
Doméne unterschiedlicher GroRe, einer grofien und einer Kleinen Untereinheit sowie einer
Linker-Region zwischen diesen beiden Untereinheiten, die von Asparginsédure-Resten
begrenzt werden. Die Aktivierung der Caspasen erfolgt durch proteolytische Spaltung
zwischen den einzelnen Doménen, einer Abspaltung der Pro-Doméne und der
Zusammenlagerung der kleinen und grof3en Untereinheit zur aktiven Caspase [68]. Die aktive
Caspase besitzt eine sehr hohe Substratspezifitat, die durch vier Aminosduren innerhalb der
Substratbindestelle vermittelt wird. Innerhalb der proteolytischen Kaskade werden je nach
ihrer Aufgabe Initiator- und Effektor-Caspasen unterschieden, wobei Initiator-Caspasen
(Caspase 8, 9, 10) eine langere Pro-Doméne besitzen als Effektor-Caspasen (Caspase 2-7, 11-
13) [68].
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Todesrezeptor-vermittelte Apoptose

Der Fas-Rezeptor (Fas-R) ist ein 48kDa Typ | Transmembranprotein und gehort zur Familie
der sogenannten Todesrezeptoren [70-72]. Nach Bindung des Fas-Liganden (Fas-L)
trimerisiert der Rezeptor und induziert Apoptose durch die Bildung des ,,death inducing
signaling complex* (DISC) [72]. Dieser entsteht durch Anlagerung des Adaptermolekiils
FADD und der Initiator-Caspase 8 an die intrazelluléren ,,Death Domains“ (DD) des trimeren
Rezeptors (Abb. 1-5) [71]. FADD vermittelt Gber seine ,,Death Effector Domain* (DED) die
autokatalytische Spaltung von Caspase 8, die nun wiederum die Effektor-Caspasen 3 und 7
aktivieren kann [73]. Nach der Aktivierung von Caspase 6 durch Caspase 3 sind diese
Effektor-Caspasen in der Lage eine Vielzahl von Proteinen proteolytisch zu spalten. Dazu
zdhlen Signalproteine wie Raf-1, Akt-1 oder MEKK-1, Regulatoren der DNA-Transkription
oder -Replikation wie MDMZ2 oder Rb, Proteine, die den DNA/RNA Metabolismus regulieren
wie DNA-PK oder PARP sowie eine Reihe weiterer Proteine mit verschiedenen Funktionen,
darunter Inhibitoren von Endonucleasen wie CAD, die anschlielend in den Kern translozieren
und DNA zerschneiden kénnen [71].

[] DD - Death Domain
8 FADD - Fas-associated Death Domain

0 DAXX - Fas death domain associated protein
ke S R S IR zetmembran

Zytoplasma

Apoptose

Abb. 1-5:  Vermittlung von Apoptose durch Aktivierung des Fas-Rezeptors. Nach Bindung des Fas-
Liganden kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und durch Anlagerung des Adaptermolekiils
FADD und der Initiator-Caspase 8 zur Ausbildung des ,,death inducing signaling complex*“ (DISC).
Durch Spaltung von Caspase 8 wird eine Caspase-Kaskade initiiert, die zur proteolytischen Spaltung
einer Reihe regulatorischer Proteine und schlieflich zum Auftreten von Apoptose fuhrt [70-72].
Uber das Adaptermolekiil DAXX wird der JNK-Signalweg aktiviert, der durch Verminderung der
Expression von Bcl-2 indirekt Apoptose fordert [72].

Durch Bindung von DAXX an die ,,Death Domain®“ und der Rekrutierung und Aktivierung
von ,,Apoptosis Signaling Regulation Kinase 1 (ASK1) wird der JNK- sowie der p38-MAP-
Kinase-Signalweg aktiviert, wodurch die Expression von Uberlebensfaktoren wie Bcl-2 sinkt
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[71]. Eine wichtige negative Regulation des Fas-R Signalwegs erfolgt durch die Rekrutierung
des Proteins c-FLIP in den DISC [74-76]. c-FLIP existiert in einer langen (c-FLIPR) und einer
kurzen (c-FLIPs) Splicevariante, wobei beide Varianten Zellen vor Fas-L induzierter
Apoptose schitzen [74, 75]. c-FLIP; besitzt mit seinen zwei ,,Death Effector Domains* und
seiner Caspase-dhnlichen Domane eine Struktur, die vergleichbar mit Pro-Caspase 8 ist. Der
Caspase-adhnlichen Doméne fehlen im aktiven Zentrum allerdings einige Reste, die fir die
katalytische Aktivitat bedeutsam sind [75]. Nach der Rekrutierung von Pro-Caspase 8 und c-
FLIP, in den DISC werden beide Proteine autokatalytisch zwischen der pl18 und pl0
Untereinheit gespalten. Es entstehen zwei stabile inaktive Intermediate von 43kDa, die im
DISC gebunden bleiben und somit die Anlagerung und Aktivierung weiterer Molekiile Pro-
Caspase-8 verhindern [75]. c-FLIPs hingegen weist in seiner Struktur lediglich die beiden
,Death Effector Domains“ auf, verhindert aber vollstandig die Spaltung von Pro-Caspase 8
im DISC [75]. Dass dieser Mechanismus auch physiologisch von Bedeutung ist, zeigt sich
darin, dass Zelllinien von B-Zelllymphomen, die konstitutiv c-FLIP exprimieren, resistent
gegen Fas-L vermittelte Apoptose sind [76].

Ein weiteres Mitglied der Familie der Todesrezeptoren ist der TNFa-Rezeptor (TNFa-R) [70,
77]. Dieser ist hauptséchlich in der Regulation des Immunsystems involviert, indem er
entzundliche Prozesse steuert sowie die Entwicklung und Erhaltung der peripheren
lymphoiden Organe und der Milz reguliert [70]. Die Transmembranrezeptoren vom Typ |
vermitteln im Gegensatz zum Fas-R sowohl apoptotische Signale als auch Uberlebenssignale
(Abb. 1-6). Nach Bindung des Liganden trimerisiert der Rezeptor und rekrutiert verschiedene
Adaptermolekdile an seine ,,Death Domain* [77]. Das wichtigste Adaptermolekil des TNFa-
R1-Signalwegs ist TRADD, das die Anlagerung von TRAF1/2 an den Rezeptorkomplex
vermittelt und so den JNK- und den NFkB-Signalweg aktiviert [78]. Darlber hinaus
vermittelt TRADD durch die Assoziation mit FADD die Aktivierung von Caspase 8 und der
nachgeschalteten Caspase-Kaskade [73, 77]. Wie im Fas-R-Signalweg fiihren sowohl die
Aktivierung der Caspase 8 regulierten Kaskade als auch die Initiation von Askl und des JNK-
Signalwegs - wie bereits oben beschrieben - zum Auftreten von Apoptose [77].

Dariiber hinaus vermittelt der TNFa-R Uberlebenssignale durch Aktivierung des NFkB-
Signalwegs [79-82]. Nach Ligandenbindung bindet das Adaptermolekill TRADD die Kinase
RIP, die wiederum mit der ,,NFkB-inducing kinase* (NIK) wechselwirkt und diese durch
Phosphorylierung aktiviert [77, 81]. NIK phosphoryliert nun seinerseits Proteine des IKK
Komplex, der eingehende Phosphorylierungssignale u.a. auch von weiteren anti-apoptotisch

wirksamen Kinasen wie PKB/AKt integriert [81, 82]. NFKB wird im inaktiven Zustand durch
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Bindung an seinen Inhibitor (IKkB) im Zytosol zuruickgehalten. Nach Aktivierung des IKK
Komplex wird IkB ebenfalls phosphoryliert, daraufhin ubiquitiniert und durch das Proteosom
degradiert [77, 81]. NFKB kann nun in den Zellkern translozieren und dort die Transkription

anti-apoptotisch wirksamer Proteine steuern [82].

U DD - Death Domain
QTRADD - TNF-R-associated Death Domain

FADD - Fas-associated Death Domain

Zytoplasma

ACA gy
Cytochrom C
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Abb. 1-6: Vermittlung von Apoptose durch Aktivierung des TNFa-Rezeptors. Nach Bindung von TNFa
kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und durch Anlagerung der Adaptermolekiile TRADD,
TRAF1/2 und FADD zur Initiation der Caspase 8 regulierten Caspase-Kaskade und des JNK-
Signalwegs, was zum Auftreten von Apoptose fihrt [77]. Unter Vermittlung von RIP und TRAF1/2
werden durch die Aktivierung des NFkB-Signalwegs Uberlebenssignale vermittelt, indem der
Transkriptionsfaktor NFKB in den Kern translozieren und die Transkription anti-apoptotisch
wirksamer Gene initiieren kann [79-82].

Der mitochondriale Signalweg zur Vermittlung von Apoptose

Eine zweite bedeutende Signalkaskade bei der Initiation von Apoptose neben den
Todesrezeptor-Signalwegen stellt der mitochondriale Signalweg dar, dessen Regulation durch
Proteine der Bcl-2-Familie vermittelt wird (Abb. 1-7) [83-94]. Es konnten bisher mindestens
16 Mitglieder der Bcl-2-Familie detektiert werden, die sich in pro- (z.B. Bax, Bak, Bad, Bid,
Bcl-xs) und anti-apoptotisch (z.B. Bcl-2, A1/Bfl-1, Bcl-x.) wirksame Proteine unterteilen
lassen [83]. Nach Heterodimerisierung sind einige dieser Proteine in der Lage in der
mitochondrialen Membran porenartige Komplexe zu bilden, wobei das Verhéltnis von pro-
zu anti-apoptotischen Bcl-2-Homologen darlber entscheidet, ob Cytochrom C aus den
Mitochondrien freigesetzt wird oder nicht [84-86]. Nach Freisetzung von Cytochrom C ins
Zytosol bindet dieses ebenso wie ATP an den zytosolischen Faktor Apaf-1. Durch Hydrolyse

von ATP zu ADP kommt es zur Oligomerisierung von Apaf-1 [89]. Uber seine ,,Caspase
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recruitment domain“ (CARD) rekrutiert Apaf-1 nun Caspase 9 im Verhéltnis 1:1 in einen ca.
700kDa grofen Komplex, der als ,,Apoptosom” bezeichnet wird [88-90].

Innerhalb des ,,Apoptosoms* kommt es zur proteolytischen Spaltung der Initiator-Caspase 9
und somit zu deren Aktivierung [89, 90]. Aktivierte Caspase 9 ist nun ihrerseits in der Lage
eine Caspase-Kaskade zu aktivieren, wobei es zunéchst zur Proteolyse von Pro-Caspase 3 und
7 kommt, die wiederum Pro-Caspase 6 aktivieren [87]. Die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 sind
- wie bereits oben beschrieben - an der Proteolyse einer Vielzahl von regulatorischen und
metabolischen Proteinen beteiligt. Dariber hinaus kann Caspase 3 im Zuge eines
Verstarkungsmechanismus die Caspasen 2, 6, 8 und 10 aktivieren [87]. Nach der Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien kdnnen die anti-apoptotisch wirksamen Mitglieder
der Bcl-2-Familie das Auftreten von Apoptose nicht mehr verhindern. Sie besitzen ihre
Hauptfunktion innerhalb der mitochondrialen Membran also in der Verhinderung der

Cytochrom C Freisetzung [91].

Mitochondrium

Cytochrom C
Freisetzun

Bcl-2, Bad, Bax, Bid Apaf-1
-2, Bad, Bax, Bl -.Cytochmmf/ A P
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X [
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Abb. 1-7: Mitochondrialer Signalweg zur Ausléosung von Apoptose. Vermittelt durch pro-apoptotisch
wirkende Mitglieder der Bcl-2-Familie wird Cytochrom C aus den Mitochondrien freigesetzt. Der
zytosolische Faktor Apaf-1 kann nach Bindung an Cytochrom C und ATP-Hydrolyse oligo-
merisieren und fordert so die Anlagerung von Pro-Caspase 9 in einen ,,Apoptosom* bezeichneten
Komplex. Innerhalb des ,,Apoptosoms* kommt es zur proteolytischen Aktivierung von Caspase 9,
die nach Ausbildung eines Tetramers eine Caspase-Kaskade initiieren kann, die zur Auslésung von
Apoptose fuhrt [83-90].

Verkniipfung von Todesrezeptor-vermitteltem und mitochondrialem Apoptose-Signalweg
Die beiden apoptotischen Hauptsignalwege laufen auf der Ebene der Aktivierung von
Caspase 3 und 7 zusammen und sind auch dariber hinaus miteinander verknupft (Abb. 1.-8)
[92]. Bid - ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie - wird durch Caspase 8
geschnitten, was zur Insertion des 15kDa C-terminalen Fragments (t-Bid) in die

mitochondriale Membran fiihrt [92, 93]. Ebenso wie ungeschnittenes Bid liegt Bax - ein
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weiteres pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie - in gesunden Zellen zytosolisch vor
[93]. t-Bid vermittelt nach seiner Insertion in die mitochondrialle Membran eine
Konformationsanderung von Bax, was diesem Protein ebenfalls die Translokation in die
aullere mitochondriale Membran ermdglicht [93]. Bax und t-Bid kdnnen nun an der
Freisetzung von Cytochrom C mitwirken, indem sie gemeinsam mit anderen Proteinen poren-
ahnliche Oligomere bilden und durch Anlagerung an weitere andere Porenkomplexe deren
Durchléssigkeit modifizieren [92, 94]. Durch die Interaktion von Bcl-x; mit Bid kann die pro-
apoptotische Funktion von Bid/t-Bid verhindert werden [95]. Uber die proteolytische
Spaltung des Proteins Bid kann also aktivierte Caspase 8 die Freisetzung von Cytochrom C
und die Aktivierung von Caspase 9 vermitteln. Umgekehrt kann Caspase 9 nach ihrer
Aktivierung im ,,Apoptosom* (iber die proteolytische Spaltung von Caspase 3 auch Caspase 8
aktivieren, was deutlich die Quervernetzung der beiden Signalwege zeigt [87]. Fas-L

induzierte Apoptose lasst sich dagegen nicht durch Bcl-2 oder Bcl-x; verhindern [96].

@& Ligand
III Todesrezeptor
= Zellmembran
@ RADD
Caspase 8 Zytoplasma
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PARP Caspase 6 DFF
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Abb. 1-8: Quervernetzung des Todesrezeptor- und des mitochondrialen Signalwegs. Das pro-apoptotisch
wirksame Protein Bid kann durch Caspase 8 geschnitten werden, was zur Insertion des 15kDa C-
terminalen Fragments (t-Bid) in die mitochondriale Membran fihrt. Durch Rekrutierung von Bax in
die mitochondriale Membran kommt es zur Ausbildung von poren-&hnlichen Komplexen sowie zur
Modulation der Durchl&ssigkeit anderer Porenkomplexe, was zur Freisetzung von Cytochrom C und
zur Aktivierung von Caspase 9 fihrt. Umgekehrt kann Caspase 9 nach ihrer Aktivierung im
»Apoptosom“ Uiber die proteolytische Spaltung von Caspase 3 auch Caspase 8 aktivieren [87,92-95].

Apoptose durch Induktion des p53 Signalwegs

Das Tumorsuppressorprotein p53 spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation von
Apoptose und des Zellzyklus nach Einwirkung von endogenen oder exogenen Stresssignalen
auf die Zelle (Abb. 1-9) [97-109]. 50% aller Tumore exprimieren durch das Auftreten von
Mutationen im p53-Gen kein funktionales p53-Protein, was die Bedeutung von p53 als
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Tumorsuppressor verdeutlicht [97, 98]. In gesunden Zellen liegt p53 zytosolisch, teilweise
gebunden an MDM2 vor [97]. Durch Bindung an p53 verhindert MDM2 die transkriptionelle
Aktivitdt von p53 und kann die Ubiquitinierung und Degradation von p53 durch das
Proteosom vermitteln. Als Antwort auf das Auftreten von DNA-Schaden wird p53 durch
verschiedene Faktoren aktiviert: Die Serin-/Threonin-Kinasen ATM, ATR und DNA-PK
werden in einer sehr friihen Phase der DNA-Schadigung durch Bindung an Doppelstrang-
briiche aktiviert und phosphorylieren p53 innerhalb seiner Transaktivierungsdomane an Ser®®
[101]. ATM aktiviert dariiber hinaus die ,,Checkpoint Kinase 2 (CHK2), die wiederum p53
innerhalb seiner Interaktionsdomane mit MDM2 an Ser®® phosphoryliert [101]. Die
Phosphorylierung von MDM2 durch die aktivierte DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK)
sowie durch aktivierte ATM verhindert die Interaktion von MDM2 mit p53 und reguliert
somit die Transaktivierung von p53 [102, 103]. Die apoptotische Aktivitat von p53 ist
abhangig von der Phosphorylierung an Ser*. Diese erfolgt durch die ,homeodomain-
interacting protein kinase-2“ (HIPK2), die sich im Kern nach ihrer Aktivierung an PML-3 und
p53 anlagert, p53 an Ser*® phosphoryliert und somit die p53-abhangige Transkription von
Proteinen apoptotischer Signalwege reguliert [104]. Ein Komplex aus ,.casein kinase 2
(CAK2) und dem transkriptionellen Chromatin Elongationsfaktor FACT sorgt nach dem
Auftreten von DNA-Schéden insbesondere in Folge von UV-Bestrahlung fur die
Phosphorylierung von p53 an Ser® [105]. Dartiber hinaus wird die Aktivitat von p53 durch
Phosphorylierung und Acetylierung weiterer Reste reguliert.

Nach seiner Aktivierung reguliert p53 zum einen gemeinsam mit dem Co-Faktor p300 durch
transkriptionelle Induktion der Proteine GADDA45, 14-3-3c sowie des Zellzyklus-Inhibitors
p21 die Zellzyklus-Kontrollpunkte der G;- und Go-Phase und vermittelt somit Wachstums-
arrest und DNA-Reparatur [106]. Zum anderen kann aktiviertes p53 Zellen nach DNA-
Schadigung durch zytotoxische Substanzen, freie Radikale oder Bestrahlung, nach Entzug
von Wachstumsfaktoren, nach viraler Infektion oder Deregulation der Expression von
Proteinen des Zellzyklus in Apoptose treiben [99, 106]. Die Vermittlung von Apoptose erfolgt
zum einen durch transkriptionelle Induktion der Expression des Fas-R, der Serin-Protease
Cathepsin D, des pro-apoptotischen Proteins Bax, das die Freisetzung des ,,apopotosis
inducing factor* (AIF) sowie von Cytochrom C aus den Mitochondrien vermittelt und des
,»IGF binding protein 3“ (IGF-BP3), das die Signaltransduktion des IGF-R inhibiert [99, 106].
An Ser*®® phosphoryliertes p53 kann die Expression des p53-abhangigen Apoptose-
induzierenden Proteins 1 (p53AIP1) initiieren, was zur Zerstorung des elektrochemischen

Gradienten der inneren mitochondrialen Membran und somit zu Caspase-unabhéngigem
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Zelltod fuhrt [203]. Dartiber hinaus kann p53 nach seiner Aktivierung aber auch mittels
Transkriptions-unabhdngiger Mechanismen Apoptose induzieren. Dazu z&hlen die
Deregulation des Transkriptionsfaktors E2F-1, die Repression der Expression von Bcl-2 und
IGF1-R sowie die Vermittlung der Translokation des Fas-R aus dem Golgi-Apparat in die
Zellmembran [99, 106]. Die Regulation von p53 erfolgt zum einen Uber die sehr kurze
Halbwertszeit des Proteins, zum anderen wird die Transkription von MDM2 durch Ser®

phosphoryliertes p53 induziert, wodurch eine autoregulatorische Ruckkopplungsschleife

entsteht [106].
Keine DNA-Schiiden | &

inaktiv

DNA-Schiiden

p53-abhiingige
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Abb. 1-9: Aktivierung des p53 Signalwegs. p53 liegt in gesunden Zellen zytosolisch, teilweise gebunden an
MDM?2 vor. Nach dem Auftreten von DNA-Schéden wird p53 durch die Serin-/Threonin-Kinasen
DNA-PK, ATR, ATM, CHK2, HIPK2 und CAK an den Resten Ser™, Ser®, Ser®® und Ser®*
phosphoryliert. DNA-PK und ATM phosphorylieren dariiber hinaus MDM2, was zur Freisetzung
von p53 aus dem Komplex und zur Translokation von p53 in den Kern fiihrt, wo das aktivierte
Protein mit seinem Co-Faktor p300 die Transkription von verschiedenen Genen initiieren kann. Auf
diesem Weg vermittelt p53 sowohl Zellzyklusarrest als auch Apoptose [97-106].

1.3.2. PKB/Akt-Kinase

Die Unterdriickung apoptotischer Signale ist eine Voraussetzung fir Tumorzellen, solide
Tumore zu bilden und unter Bedingungen zu Uberleben, die eigentlich den programmierten
Zelltod (Apoptose) induzieren. Zu den Mechanismen der Verhinderung des Eintretens von
Apoptose zahlen der Verlust von Caspase-Aktivitdt durch verminderte Expression oder

Inaktivierung z.B. durch Mutationen, die verstérkte Expression von Inhibitoren der Apoptose
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(IAP) wie beispielsweise Survivin, XIAP oder clAP, die Uberexpression anti-apoptotischer
Mitglieder der Bcl-2 Familie (z.B. Bcl-2, Bcl-x)), die Verringerung der Expression pro-
apoptotischer Mitglieder der Bcl-2 Familie oder deren Inaktivierung durch Phosphorylierung
(z.B. Bad), die verminderte Expression von Todesrezeptoren, die Uberexpression des Fas-L
an der Oberflache zur Abtdtung von T-Zellen oder der Verlust der p53-Aktivitat durch
Mutationen innerhalb des Gens [107, 108]. Dartiber hinaus wurden weitere Proteine und
Mechanismen entdeckt, die Tumorzellen resistent gegeniiber apoptotischen Stimuli machen.
Die Protein Kinase B/Akt (PKB/Akt) konnte hierbei als ein Schliusselmolekil zur
Weiterleitung von  Uberlebenssignalen ausgehend von Wachstumsfaktorrezeptoren
identifiziert werden, die zur effektiven Unterdriickung von Apoptose fiihren [109-123]. Die
Aktivitat von PKB/AKt spielt in der Tumorgenese eine bedeutende Rolle: Die Aktivierung
von PKB/AKkt ist ein wichtiges Uberlebenssignal in der Tumorprogression [110, 113], eine
Uberexpression und konstitutive Aktivierung von PKB/AKkt konnte in verschiedenen humanen
Tumoren nachgewiesen werden (Lunge, Schilddruse, Prostata, Ovar, Brust) [18, 19, 111] und
schlieBlich konnte gezeigt werden, dass PKB/Akt die Tumorzellinvasivitat durch erhohte
Zellmotilitat und Metalloproteinaseproduktion steigert [112]. Desweiteren wird PKB/AKkt bei
Uberexpression und konstitutiver Aktivierung in Tumoren mit der Vermittlung von Chemo-
resistenz gegenuiber Zytostatika und Bestrahlung in Verbindung gebracht [18, 114].

Bislang konnten drei lIsoenzyme von PKB/Akt (PKBa/Aktl, PKBB/Akt2, PKBy/Akt3)
identifiziert werden, denen unterschiedliche Funktionen in der Zelle zugeordnet werden und
die sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene in verschiedenen Geweben differenziell
exprimiert werden [115-117]. Alle Isoformen besitzen eine zentrale Kinasedomane mit einer
Serin-/Threonin-Spezifitat sowie eine N-terminale ,,pleckstrin homology* (PH) Doméne, die
entweder Protein-Protein- oder Lipid-Protein-Wechselwirkungen vermittelt [115].

In Abbildung 1-10 ist das Modell zur Aktivierung von PKB/Akt dargestellt. Durch die
Bindung von Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptor wird die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(P1s-K) aktiviert und kann somit mittels Phosphorylierung membranstdndiges Phosphatidyl-
Inositol-(1,4,5)-triphosphat (PIP3) generieren [115-118]. Nach Bildung von PIP3 kann die PH-
Domane von PKB/Akt die Translokation der Kinase an die Membran vermitteln. Durch die
Lipid-Protein-Wechselwirkung kommt es zu einer Konformationsénderung von PKB/AKt,
wodurch die Kinasedomane offen gelegt wird [118]. Zur vollstandigen Aktivierung von

PKB/Akt miissen die beiden regulatorischen Reste Thr*® und Ser*”® phosphoryliert werden
[118, 119]. Die Phosphorylierung an Thr®® erfolgt durch die ,,1Ps-dependent protein kinase-

1* (PDK1) [120]. PDK1 besitzt neben seiner Kinasedoméne eine C-terminale PH-Doméne,
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wodurch PDK1 ebenfalls an 1P; binden und zusammen mit PKB/Aktl an der Zellmembran
kolokalisieren kann [118, 120]. Die Kinase, die PKB/Akt an Ser*”® phosphoryliert, konnte
bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden, wobei neben MAPKAP-Kinase2, PDK1, ILK
und PRK2 auch eine Autophosphorylierung durch PKB/Akt selbst diskutiert wird [116].
Neuere Hinweise deuten jedoch darauf hin, dass die Ser*”*-Phosphorylierung durch ,,Integrin-
linked Kinase* (ILK) erfolgt [121-123]. Aktivierte PKB/Akt-Kinase kann nun von der

Membran ins Zytoplasma dissoziieren und dort seine Substrate phosphorylieren [115-118].
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Abb. 1-10: Aktivierung von PKB/Akt durch Wachstumsfaktoren. Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) werden
durch ihre entsprechenden Liganden aktiviert, was zur anschlieBenden Aktivierung der Pls-Kinase
fihrt. Pls-Kinase generiert membranstdndiges Phosphatidyl-Inositol-(3, 4, 5)-triphosphat, das
PKB/AKkt und seine aktivierenden Kinasen PDK1 and PDK2 an die Membran rekrutiert. Nach der
Phosphorylierung wird Akt von der Membran losgeldst und phosphoryliert selbst Effektormolekiile
in der apoptotischen Signalkaskade [115-123].

Die Aktivitat von PKB/Akt scheint dartber hinaus durch Tyrosin-Phosphorylierung an zwei
Resten innerhalb der Aktivierungsdomane reguliert zu werden [124]. Das Protein Tcll konnte
als Co-Faktor von PKB/Akt identifiziert werden, der durch Bindung an die PH-Doméne die
Kinaseaktivitat von aktiviertem PKB/Akt verstarkt und die Translokation in den Kern
vermittelt [125]. Eine bedeutende Rolle bei der negativen Regulation des PKB/Akt-
Signalwegs nimmt das Tumorsuppressorgen PTEN ein, das in vielen Tumoren mutiert oder
deletiert vorliegt [126-128]. PTEN reguliert zelluldre Prozesse wie den Zellzyklus, die
Transkription und Translation bestimmter Proteine oder auch Apoptose. Als Protein-
Phosphatase kann PTEN sowohl Shc als auch FAK dephosphorylieren und so den MAP-
Kinase- bzw. Integrin-Signalweg negativ regulieren. Als Lipid-Phosphatase dephosphoryliert
PTEN PIP3 zu PIP, und wirkt somit als direkter Gegenspieler der Pls-Kinase [127]. Dies hat

zur Folge, dass durch Verringerung der Menge des intrazellularen Botenstoffes PIP; PKB/AKkt
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in geringerem MaRe aktiviert wird [126, 127]. Darliber hinaus wurde kirzlich mit CTMP ein
weiteres Protein entdeckt, das die Aktivitdt von PKB/Aktl durch C-terminale Bindung
negativ reguliert [129].

Nach seiner Phosphorylierung und Membrandissoziation ist aktiviertes PKB/Akt in der Lage,
verschiedene Substrate, die den Zellzyklus regulieren, die in apoptotische Signaltrans-
duktionswege eingreifen oder die die Transkription von verschiedenen Genen beeinflussen,
zu phosphorylieren und somit in deren Aktivitat zu modifizieren (Abb. 1-11) [115, 130-149].
Alle Substrate der Serin-/Threonin-Kinase PKB/Akt besitzen die gemeinsame Phosphory-
lierungskonsensussequenz RXRXXS/T [115].
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Abb. 1-11: Aktiviertes PKB/Akt phosphoryliert eine Vielzahl zellulirer Proteine und vermittelt
Uberlebenssignale. Zu den Proteinen, deren Aktivitat durch PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung
modifiziert wird, gehtren pro-apoptotisches Bad, die Initiator-Caspase 9, Transkriptionsfaktoren der
Forkhead-Familie (Regulation der Fas-L Expression), IKKa (Regulation von NF-kB), SEK1 und
ASK1 (Regulatoren von Stress-Signalkaskaden), GSK3 (metabolische Funktionen und Bestandteil
mehrerer Signalkaskaden) sowie eNOS (Produktion des intrazelluldren Botenstoffs NO). Darliber
hinaus werden die beiden Zellzyklus-Inhibitoren p21*@* und p27<P* phosphoryliert und somit
zytosolisch reteniert, wahrend MDM2 nach seiner Phosphorylierung in den Kern translozieren kann
und dort die transkriptionelle Aktivitat von p53 inhibiert [130-149].

PKB/Akt kann an verschiedenen Stellen der apoptotischen Signalkaskaden direkt mittels
Phosphorylierung oder indirekt mittels Regulation der Transkription bestimmter Gene
eingreifen und durch Vermittlung von Uberlebenssignalen Apoptose verhindern [115]. So

wird das pro-apoptotische Protein Bad durch PKB/Akt an Ser'®

phosphoryliert, was zum
Verlust der Bindungsfahigkeit und einhergehender Inaktivierung der anti-apoptotischen

Proteine Bcl-2 bzw. Bcl-x fihrt [131-133]. Nach Phosphorylierung des nukledren Faktors
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CREB (,,cAMP-response element binding protein) an Ser'* durch PKB/Akt bindet dieser an
CAMP-responsive Elemente innerhalb der DNA und ermdglicht so die Transkription
bestimmter Gene [134]. Zu diesen Genen zahlt auch das anti-apoptotische Protein Bcl-2,
dessen Expression CREB-abhédngig gesteigert wird [135]. PKB/Akt verhindert dadurch aber
nicht nur indirekt die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, sondern kann
dartiber hinaus direkt die Initiation der proteolytischen Effektor-Caspase Kaskade durch
Phosphorylierung und einhergehende Inaktivierung von Caspase 9 effizient unterbinden
[136].

Der Forkhead Transkriptionsfaktor FKHRL wird ebenfalls durch PKB/Akt an Thr?*, Ser®®

und Ser®®®

phosphoryliert, wodurch er mittels Interaktion mit 14-3-3-Proteinen zytosolisch
reteniert wird und somit nicht mehr die Transkription von Genen initiieren kann [137-139].
Auch AFX als weiteres Mitglied der Forkhead Familie wird durch PKB/Akt im Kern an
Ser'® phosphoryliert. Der Exportrezeptor Crm 1 sorgt Phosphorylierungsstatus-unabhéngig
fur die Delokalisierung von AFX aus dem Kern in das Zytosol. Da die Phosphory-
lierungsstelle inmitten der Kernlokalisationssequenz liegt, kann AFX nun nicht mehr zuriick
in den Kern gelangen und verliert somit seine transkriptionelle Aktivitat [140]. Dadurch
kommt es u.a. zur Verminderung der Expression des Fas Liganden [115]. IKKa und B sind
zwei Kinasen, die fur die Regulation des Transkriptionsfaktors NFkB verantwortlich sind.
PKB/Akt phosphoryliert IKKa an Thr® und sorgt somit gemeinsam mit der Kinase NIK oder
anderen Kinasen innerhalb des Ras-Signalwegs, die IKKa an weiteren Resten
phosphorylieren kdnnen, fir die Aktivierung von NF-kB nach Bindung von TNFa an seinen
Rezeptor bzw. nach Stimulierung durch PDGF [141, 142]. NF-kB kann nun in den Zellkern
translozieren und dort die Transkription anti-apoptotischer Gene initiieren [115].

Der JNK- und der p38-Kinase-Signalweg sind zwei MAP-Kinase Kaskaden, die durch Stress-
signale wie beispielsweise inflammatorische Zytokine, oxidativen Stress oder osmotischen
Schock aktiviert werden. PKB/Akt greift direkt in diese Signalwege ein, indem es die MAP-
KK SEK1 an Ser’® phosphoryliert und somit SEK1-vermittelte Apoptose durch Inhibition der
SEK1-Aktivitat verhindert [143]. Durch PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung an Ser® kann
auch die Aktivitit von ASK1, einer MAP-KKK, die der JNK- und der p38-Kinase
vorgeschaltet ist, gesenkt und somit die Vermittlung apoptotischer Signale verhindert werden
[144].

Die Regulation der Zellzyklus-arretierenden Signale der beiden CDK-Inhibitoren p21"“a‘f1 und
p274"* durch PKB/Akt erfolgt durch Kompartimentierung [109]. Nach Phosphorylierung von
p21"@L an Thr'*® und von p27** sind die phosphorylierten Proteine nicht mehr in der Lage, in
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den Zellkern zu translozieren. Dadurch kann es nicht mehr zur Hemmung von Zyklin-CDK-
Komplexen und somit zum Zellzyklusarrest kommen [109, 145]. Phosphoryliertes p21"3*
besitzt zudem nur noch eine sehr schwache Affinitdt zu CDKs und zu PCNA, wodurch keine
Komplexbildung mit DNA-Polymerase und damit auch keine Inhibition der DNA-Replikation
stattfindet [145]. Durch Bindung von zytosolischem Phospho-p21wa‘fl an ASK1 wird dartber
hinaus das Auftreten von ASK1-abhéngiger Apoptose verhindert [109]. Die Retention von
Phospho-p27"i'°1 erfolgt hauptséchlich durch Bindung an 14-3-3-Proteine [109].

Als weiteres Substrat von PKB/Akt wurde kurzlich MDM2 beschrieben, das zelluléres
Uberleben und das Fortschreiten des Zellzyklus durch Inhibition des Tumorsuppressor-
proteins p53 vermittelt. Nach Phosphorylierung an Ser'®® und Ser'® durch PKB/Akt kann
Phospho-MDM2 vom Zytosol in den Zellkern translozieren, freies p53 binden und so die
transkriptionelle Aktivitat von p53 verringern [146]. Durch Bindung an MDM2 wird p53
ubiquitiniert und proteosomal degradiert, was zur Erniedrigung des zelluldren p53-Spiegels
fuhrt [146].

Weitere Substrate von PKB/Akt sind u.a. die Glykogen Synthetase Kinase 3 (GSK3) sowie
die endotheliale NO Synthase (eNOS) [147, 149]. GSK-3a und 3 wird durch PKB/Akt an
Ser? bzw. Ser® phosphoryliert und dadurch inaktiviert [115, 116]. Neben seiner Bedeutung
fir den Metabolismus von Glucose durch Regulation der Aktivitat der Glykogen Synthetase,
der Translokation des Glucosetransporters GLUT4 in die Plasmamembran und der Induktion
der GLUT1-Synthese besitzt GSK3 eine wichtige Rolle im Wnt-Signalweg [115]. Der Wnt-
Signalweg ist an der Entwicklung und der Erhaltung der Organe und Gewebe beteiligt. Im
inaktivierten Zustand liegt das Signalmolekul (-Catenin als zytoplasmatischer Komplex
gebunden an die Proteine Axin, ,,adenomatous polyposis coli“ (APC) und GSK3 vor, nach der
Aktivierung des Signalwegs stellt B-Catenin einen transkriptionellen Co-Aktivator der
Tcf/LEF-Transkriptionsfaktoren dar [204]. Daruiber hinaus verstarkt GSK3 die Proteolyse von
Zyklin D1. Hemmung von GSK3 fuhrt demnach zu einer Stabilisierung von Zyklin D1 und
den Wiedereintritt in den Zellzyklus [148]. Die Phosphorylierung von eNOS an Ser'™
aktiviert das Enzym und fiihrt zur Produktion von NO, einem intrazelluldren Botenstoff, der
verantwortlich fur die Erhaltung des systemischen Blutdrucks, vaskuldaren Umbau und
Angiogenese ist [149]. Die genaue physiologische Bedeutung dieser Regulation ist aber
bisher noch unvollstandig geklart.

Bei Betrachtung verschiedenster Substrate der Kinase PKB/Akt ergeben sich eine Vielzahl
experimenteller Hinweise, dass PKB/Akt ein Schlisselenzym in der Modulierung

apoptotischer Signalkaskaden in Tumorzellen darstellt und kausal an der Vermittlung von
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Uberlebenssignalen und der Unterdriickung des programmierten Zelltods beteiligt ist.
PKB/AKkt stellt daher potentiell ein attraktives Molekul zur Findung neuartiger Inhibitoren zur

Unterbindung der anti-apoptotischen Signale in der Tumortherapie dar.

PKB/Akt wird durch eine
Vielzahl von — @ Wachstumsfaktor
Uberlebensfaktoren aktiviert '

I Zellmembran
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und Apoptose PKB/Akt inaktiviert zentrale
Mediatoren von Apoptose

PKB/Akt wird in bestimmten
Tumoren Uberexprimiert

Abb. 1-12 PKB/Akt als zentrale Kinase in der Vermittlung von Uberlebenssignalen. Verschiedene
experimentelle Ergebnisse sprechen dafir, dass PKB/Akt ein potentiell interessantes Zielmolekl fur
die Tumortherapie darstellt. Neben der Tatsache, dass retrovirales Akt8 transformierende Aktivitat
besitzt, wird PKB/Akt durch eine Vielzahl von Uberlebensfaktoren aktiviert und in einer Reihe
Tumoren Uberexprimiert. Zudem phosphoryliert PKB/Akt zentrale Mediatoren der Apoptose und
Proteine, die den Zellzyklus regulieren [18, 109-117, 150-152].

Verschiedene Beobachtungen und Rationale fur PKB/Akt als Zielstruktur in der

Tumortherapie sind in Abbildung 1-12 nochmals zusammengefasst:

» PKB/AKkt selbst stellt ein Proto-Onkogen dar, das als humanes Homolog zum v-Akt
Onkogen des akut transformierenden T-Zell-Lymphom-Retrovirus Akt8 entdeckt wurde
[116, 117]. Das v-Akt Genprodukt besitzt aufgrund der Fusion mit dem retroviralen gag-
Protein, das eine Translokation zur Zellmembran vermittelt, eine konstitutiv aktive
Kinaseaktivitat. PKB/Akt selbst besitzt keine transformierende Aktivitat, wenn es in
murinen Fibroblasten Uberexprimiert wird. Embryonale Fibroblasten werden allerdings
durch Membran-inseriertes PKB/Akt1, 2 und 3 transformiert [111, 150, 151].

> Eine Vielzahl apoptotischer Stimuli kann durch Uberlebensfaktoren, die zur Aktivierung
der Pls-Kinase fuhren, unterbunden werden. PKB/AKkt ist hierbei ein zentrales Molekul, das
indirekt durch die PIls-K aktiviert wird und dessen Aktivitdt von den gleichen
Wachstumsfaktoren abhéngt, die auch eine Aktivierung der Pl3-K bewirken [118].
Dominant negative Formen von PKB/Akt kénnen Zellen gegeniber apoptotischen Stimuli

resensitivieren [150].

28




1. Einleitung

» PKB/AKkt besitzt eine Schlisselrolle bei der Modulierung apoptotischer Effektormolekiile
wie z.B. Bad, Caspase-9, Forkhead oder IKK und verschiebt die Balance innerhalb dieser
Kaskade in Richtung Unterbindung apoptotischer Signale [116].

» Durch Verénderung der Kompartimentierung der Zellzyklus-Inhibitoren p21 und p27
sowie durch Verhinderung der transkriptionellen Aktivitat des Tumorsuppressorproteins
p53 mittels der Phosphorylierung von MDM2, wird Zellzyklusarrest und Apoptose
verhindert [109].

» Die drei Isoformen von PKB/Akt konnten in verschiedenen humanen Tumoren in
amplifizierter und/oder konstitutiv aktivierter Form detektiert werden. Zu den
Tumorentitadten gehdren u.a. Gliome, Magen-, Prostata-, Brust-, Ovarial- oder Pankreas-
karzinome. Manche dieser Tumore (insbesondere Gliome und Pankreastumore) sind als
intrinsisch chemoresistent beschrieben und es bestehen keine effektiven Chemotherapie-
Optionen [19, 110, 111, 152].

Da eine Aktivierung von PKB/Akt nicht nur fir die Unterdriickung apoptotischer Stimuli

sorgt, sondern auch eine gewisse Rolle bei der Vermittlung von Chemoresistenz zu spielen

scheint, stellt diese Kinase ein attraktives Zielmolekil fur neuartige anti-tumorale Therapie-
strategien dar [114]. Die Entwicklung potenter PKB/AKt Inhibitoren diirfte demnach nicht nur
die apoptotischen Signalwege in Tumorzellen wiederherstellen, sondern auch zu einer

Sensitivierung von Tumoren gegeniber heutigen Standard-Chemotherapeutika fuhren.

Wie kirzlich gezeigt werden konnte, wiesen Akt2(-/-) knock-out Mé&use eine deutliche

Beeinflussung des Glucosestoffwechsels (Hyperglykamie), Insulin-Resistenz und ein mildes,

Diabetis mellitus-dhnliches Syndrom auf, wéhrend Aktl(-/-) knock-out Mause organische

Wachstumsstérungen und ansonsten einen relativ milden Phénotyp offenbarten [205, 206].

Die metabolischen Abnormitéten, die durch das Fehlen von PKB/Akt2 hervorgerufen wurden,

konnten durch PKB/Aktl und 3 nicht kompensiert werden, was den deutlich groéReren

Einfluss von PKB/Akt2 auf den Glucosestoffwechsel im Vergleich zu den beiden anderen

Isoformen unterstreicht. Der relativ milde Phénotyp in PKB/Aktl knock-out Mausen kénnte

dagegen darauf zuriickzufiihren sein, dass PKB/Akt2 und 3 zelluldre Aufgaben von

PKB/AKktl teilweise tbernehmen kénnen. Zur Minimierung von Nebenwirkungen erscheint es

daher sinnvoll, einen selektiven Hemmstoff von PKB/Aktl und nicht von PKB/Akt2 zu

suchen, da dieser den Glucosestoffwechsel nur in geringem Male beeinflussen sollte.

Aufgrund der sehr groRen Homologie der PKB/Akt 1sozym-Kinasedomanen wird es jedoch

schwierig sein, eine solche Selektivitét zu erreichen.
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1.4. Ziele der Arbeit

Die Aufgabenstellung dieser Promotionsarbeit umfasste zwel Arbeitsgebiete, die in der
pharmazeutischen Wirkstoffforschung von zentraer Bedeutung sind: Zum einen die
Entwicklung von Testsystemen zur Wirkstofffindung sowie zum anderen die Identifizierung
und Validierung von zelluldren Zielstrukturen, durch deren Modulation sich ein
therapeutischer Nutzen erzielen lasst.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte ein Testsystem etabliert werden, mit dem sich spezifische
Inhibitoren der Protein-Protein-Interaktion von Ras und Raf-1 in vitro detektieren lassen. In
einer Vielzahl maligner Transformationen spielt die Dysregulation der Ras-Signalkaskade
eine bedeutende Rolle, wobei der Protein-Protein-Interaktion zwischen Ras und Raf bei der
Aktivierung dieses mitogenen Signalwegs eine Schliisselfunktion zukommt [20, 37]. Durch
Inhibition dieser Interaktion konnte daher tumorales Wachstum verringert werden. Als
System zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen wurde die intracistronischen [3-
Galaktosidase Komplementation ausgewahlt, bei der zwei nicht-funktionelle Deletions-
mutanten der -Galaktosidase durch Fusion mit interagierenden Proteinpaaren einen aktiven
Enzymkomplex bilden konnen [62-64]. Bereits eine schwache Inhibition der Ras-Raf-
Interaktion durch die Zugabe potentieller Inhibitoren lieRe sich so ber eine Verringerung der
B-Galaktosidase Enzymaktivitat mittels eines fluorogenen Substrats sehr gut detektieren.

Der zweite Teil der Arbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt als ein potentielles
Zielmolekul in der Tumortherapie. In einer Vielzahl wissenschaftlicher Publikationen wurde
die Bedeutung von PKB/AKkt als zentralem Mediator zellularer Uberlebenssignale beleuchtet
und verschiedene zelluldre Substrate von PKB/AKkt identifiziert [109, 115]. Bei der Analyse
verschiedener ovarialer und Lungenkarzinom-Zelllinien wurden dariiber hinaus Hinweise
gefunden, dass eine Uberexpression bzw. konstitutive Aktivierung von PKB/Akt mit dem
Auftreten von Chemoresistenz korreliert und somit PKB/Akt bei der Vermittlung von
Chemoresistenz beteiligt sein kénnte [18, 114]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch die
Entwicklung geeigneter zelluldrer Modelle die Kausalitat von konstitutiver Aktivierung der
Kinase PKB/Akt und dem Auftreten von Chemoresistenz dargelegt sowie molekulare

Mechanismen der Vermittlung von Chemoresistenz durch PKB/AKkt aufgeklart werden.
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2. Material

2.1. Geriite

Gerit

Autoklav

Beta-Counter

Brutschranke
Elektrophoresekammern
Elektroporator

Eis-Maschine
Flussigchromatographiesystem
Geldokumentation

Heizplatte / Rihrer
Inkubationsschdittler

Kihl- und Gefrierschranke
Mikrowellenherd

Mikroskop
Mikrotiterplatten-Photometer

MilliQ Anlage

Mini-Coldlab

Multipette

pH-Meter

Pipetboy
Proteingel-Elektrophoresekammer
Proteingel-Blotting Apparatur
Schttler

Schttler

Sterilbank

Sequenziergerét
Spannungsgeber
Spannungsgeber (Proteingele)
Taumler

Thermocycler

Thermomixer

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Transilluminator
Uberkopfschittler
Ultrazentrifuge
UV/VIS-Spektral-Photometer

Vakuum Konzentrator
Wasserbader

Hersteller/Vertrieb

Fedegari/Tecnomara

Trilux” Microbeta - Perkin Elmer
Forma Scientific

Subd DNA Cell - BioRad

GenePulserd - BioRad

Ziegra

AKTAD Prime - Amersham Pharmacia
TV-Zoom Kamera - Cosmicar

Ikamag RCT - IKA-Labortechnik
Modell G25 - New Brunswick Scientific
Liebherr

NN-K206B - Panasonic

Telaval 31 - Zeiss

Victor”1420 Multilabel Counter - Wallac

Milli-Q UF Plus - Millipore
Bromma

Eppendorf

761 Calimatic - Knick

Acu - Tecnomara

MiniProtean” 3 - BioRad
Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell - BioRad
REAX 2000 - Heidolph

Mts 4 - IKA-Labortechnik
Meissner + Wurst

ABI Prism Genetic Analyzer 310
EPS 500/400 - Pharmacia LKB
Powerpac 200 - Biorad

GFL

GeneAmp 9700 TC - Perkin Elmer
Modell 5437 - Eppendorf
Centrifuge 5402 - Eppendorf
Rotor: F45-18

Biofuge 15R - Heraeus

Rotor: #3743 (max. 17000rpm)
Megafugel.0R - Heraeus

Rotor: #2705 (max. 5000rpm)
Spectroline

Heidolph

L8-M - Beckman

Rotor: SW-55Ti

UVIKON XS - Bio-Tek-Instruments
Bachofer

GFL

31



2. Material

Waage
Zellzahlgeréat
Zentrifuge

2.2. Datenverarbeitung

Graph Pad Prism
Lab Power Junior
Vector NTI 5.2.1

2.3. Verbrauchsmaterialen

Produkt

Blottingpapier

CentriplusJ Concentrators YM-50
Combitips

Dialyseschlauch (Durchmesser: 2,54cm)
Einfrierréhrchen

Einmalpipetten

Elektroporationskuvetten

Falcon Rohrchen 15ml

Falcon Rohrchen 50ml

Film Biomax ML

Gewebekulturflasche T25
Gewebekulturflasche T75
Gewebekulturflasche T175
Gewebekulturplatte, 6-Loch, klar
Gewebekulturplatte, 24-Loch, klar
Gewebekulturplatte, 96-Loch, klar
96-Lochplatten, ¥2 Volumen, High Binding
Petrischale, unbeschichtet

Pipetten

PVDF-Membran

Reaktionsgefale (1.5 und 2ml)

Sterilfilter

Vakuum Filtrationssystem, 50ml /0,22uM
Zellkulturschalen Nucleon” (10cm / 14cm)
Zytostatika-Schutzhandschuhe

2.4. Chemikalien

Produkt

ABTS Tabletten
Acrylamidstammldsung (30%)
Agarose NA

Albumin, Rind Fraktion V
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

MC1 Laboratory LC620D - Sartorius
Particle Counter - Coulter

RC Plus - Sorvall

Rotor: GSA / GS3 /SS34

Graph Pad Software, San Diego, USA
Lab Power Software, Neufahrn
InforMax, Miinchen

Hersteller Vertrieb

Schleicher & Schuell, Dassel
Amicon, Beverly, USA

Eppendorf, Hamburg

Medicell International, London, England
Nalge Nunc Int., Roskilde, Ddnemark
Costar, Corning, USA

Eppendorf, Hamburg

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Falcon, Franklin Lakes, USA
Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Falcon, Franklin Lakes, USA

Falcon, Franklin Lakes, USA

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Costar, Corning, USA

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Millipore, Bedford, USA

Eppendorf, Hamburg

Schleicher & Schuell, Dassel
Millipore,Bedford, USA

Nalge Nunc Int., Roskilde, Ddnemark
Berner, ElImshorn

Hersteller/Vertrieb

Roche Diagnostics, Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Ampicillin

ATP

Bacto®Agar

Bacto® Peptone
Bacto®Tryptone

Bacto®Y east Extract
Bromphenolblau

Chelating Sepharose Fast Flow
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dithiothreitol

Entwickler: Processing chemicals
Essigséure (100%)

Ethanol, p.a.

Ethidiumbromid

Fixierbad: X-Omat et RP-X-Omat A
Formaldehyd 37%

Glycerin

Harnstoff

HEPES, Hemisodium Salz
IGEPAL CA-630 (NP 40)
Imidazol

IPTG

Kaliumacetat
Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol

Methanol, p. a.

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Nickel-NTA Agarose
Nickel-NTA Superflow Sepharose
Nickelsulfat

PBS Dulbecco’s, 1x

Boehringer Ingelheim, Heidel berg
Roche Biochemicals, Mannheim
Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Uppsals, Schweden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Kodak / Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin

PMS (N-Methyl-dibenzopyrazin-methylsulfat) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Polyethylen-Glycol MW8000
Poly-Glu-Tyr

2-Propanol, p.a.

Protease Inhibitor Cocktail for Yeast
Rainbow coloured Protein Marker
Sacharose

Salmon sperm DNA, Na*-Salz
Salpetersdure

Salzséure, 37%
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Amersham Pharmacia, Piscataway, USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Temed (N-N-N-N-Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Titriplex 111 (EDTA)
Tris

Triton X-100
Trypanblau

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin

33



2. Material

Tween 20
X-Gd

XTT (Natrium-3’-[1-(phenylamino-carbonyl)-

3,4 tetrazolium] bis-(4-methoxy-6-nitro)-
benzensulfonsaure)

2.5. Biochemikalien

2.5.1. Restriktionsendonukleasen

Bam H |
Bsi W |
Clal
Eco 47 111
Fsp |
Hind 111
Kpn |
Nde |
Nhe |
Not |
Pme l
Pml |
Sac |

2.5.2. DNA-modifizierende Enzyme

CIP (calf intestine phosphatase)
Pfu Polymerase
T4 DNA Ligase
Taqg Polymerase

2.5.3. Antikorper

Priméire Antikorper Konz.
anti-A1 (Bfl-1) 1:750
polyklonal, Kaninchen

anti-B-Actin 1:7500
monoklonal, Maus Ascites

anti-Akt 1:1000
polyklonal, Kaninchen
anti-Aktl-Sepharose

polyklonal, Ziege
anti-Akt-Phospho-Thr308 1:1000
polyklonal, Kaninchen
anti-Akt-Phospho-Ser473 1:1000

polyklonal, Kaninchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts
New England Biolabs, Schwalbach/Ts

Roche Biochemicals, Mannheim
Stratagene, La Jolla, USA

New England Biolabs, Schwalbach/Ts
Roche Biochemicals, Mannheim

Bestellnummer/Hersteller

sc-8351

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#AS5441
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

#9272
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

sc-1618

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#9275
Céll Signaling Technology, Beverly, USA

#9271
Cell Signaling Technology, Beverly, USA
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anti-Akt-Phospho-Ser473

polyklonal, Kaninchen
anti-Apaf-1
polyklonal, Kaninchen

anti-Bax
monoklonal, Maus, B-9

anti-Bcl-2
monoklonal, Maus, C-2

anti-Bcl -Xg/I
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 3
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 3 cleaved
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 7
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 7 cleaved
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 8

monoklonal, Maus, 1C12

anti-Caspase 9
polyklonal, Kaninchen
anti-Caspase 9 p35
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 9 cleaved
polyklonal, Kaninchen

anti-Caspase 9-Phospho Ser196

polyklonal, Ziege
anti-FADD
polyklonal, Kaninchen
anti-FAK

polyklonal, Kaninchen
anti-FAS (Apo-1)
polyklonal, Kaninchen

anti-human Apo-1/FAS-FITC

monoklonal, Maus

anti-FKBP12
polyklonal, Kaninchen

anti-FLAG, M2
monoklonal, Maus

anti-FLAG, M2, Affinity Gel

monoklonal, Maus

anti-Flipg
polyklonal, Kaninchen

1:1000

1:1000

1:500

1:750

1:750

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1500

1:750

1:1000

1:2000

1:1000

1:2000

1:7500

1:1000

68601N
BD Biosciences, Heidelberg

sc-8339
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-7480
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-7382
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-1041
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#9662
Cell Signaling Technology, Beverly, USA
#9661
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

#9492
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

#9491
Céll Signaling Technology, Beverly, USA

#9746
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

#9502
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

sc-8355

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
#9501

Cell Signaling Technology, Beverly, USA

sc-11755
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

341282
Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA

F-2918

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

sc-714

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

BMSI151FI
Bender MedSystems, Wien, Osterreich

SA4-218
Biomol Laboratories, Plymouth, USA

F3165
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

AI205
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

sc-8347
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
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polyklonal, Kaninchen
anti-Fli Pyis
polyklonal, Kaninchen

anti-B-Galactosidase
monoklonal, Maus Ascites

anti-Penta-HIS
monoklonal, Maus
anti-c-1AP
polyklonal, Kaninchen
anti-IGF-1-Rf3
polyklonal, Kaninchen
anti-lkB-a

polyklonal, Kaninchen

anti-lIkB-a-Phospho Ser32
polyklonal, Kaninchen

anti-MDM2

monoklonal, Maus, Ab-2
anti-NFkB p50
polyklonal, Ziege
anti-NFkB p65
polyklonal, Kaninchen
anti-p21

monoklonal, Maus, F-5
anti-p27

monoklonal, Maus, F-8
anti-p53

monoklonal, Maus, Bp53-12
anti-p53-Phospho Serl5
polyklonal, Kaninchen

anti-p53-Phospho Ser20
polyklonal, Kaninchen
anti-p53-Phospho Ser46
polyklonal, Kaninchen

anti-PARP
polyklonal, Kaninchen

anti-PTEN
polyklonal, Kaninchen

anti-RIP

polyklonal, Kaninchen
anti-Survivin
polyklonal, Kaninchen

anti-TNF-Rezeptorl
monoklonal, Maus, H-5

1:2000

1:1000

1:5000

1:1000

1:750

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:750

1:750

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1161

Prosci, Poway, USA

2055

Prosci, Poway, USA

73781

Promega, Madison, USA

1007691

Qiagen, Hilden

sc-7943

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-713
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#9242

Cell Signaling Technology, Beverly, USA
#9241

Céll Signaling Technology, Beverly, USA
OP115T

Oncogene Research Products, Boston, USA

sc-1190
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-372

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
sc-6246

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-1641
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-263
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#9284
Cell Signaling Technology, Beverly, USA
#9287
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

#2521
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

#9542
Céell Signaling Technology, Beverly, USA

#9552
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

sc-7881
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

2235
Prosci, Poway, USA

sc-8436
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
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anti-TRADD 1:1000
polyklonal, Ziege
anti-XIAP 1:1000

polyklonal, Kaninchen

Sekundire Antikorper Konz.
anti-Maus 1gG-HRPO 1:5000

anti-Kaninchen 1gG-HRPO 1:5000
anti-Ziege |gG-HRPO 1:5000

Protein A-Agarose
Protein G PLUS-Agarose

Protein A/G PLUS-Agarose

sc-1163
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

#2042
Cell Signaling Technology, Beverly, USA

Bestellnummer/Hersteller

NEF 822
NEN Life Science Products, Boston, USA

NEF 812
NEN Life Science Products, Boston, USA

sc-2056
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

sc-2001
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
sc-2002
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
sc-2003
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

2.5.4. Zellkulturmedien, Medienzusatze, Antibiotika, Liganden

DMEM/Nut Mix F-12 1:1 (Glutamax)
McCoys 5a

RPMI 1640

Nut Mix F-12 (HAM) (Glutamax)

FCS (foetal calf serum-inactivated)
HS (Horse serum-inactivated)
L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin

EGF (epidermal growth factor)
Hydrocortison

IGF (insulin-like growth factor)
Insulin

EDTA Versen 1% (w/v) in PBS
Trypsin-Versen

Blasticidin

Hygromycin

Zeocin

Fas Ligand (rekombinant, human) Kit
TNF-a, rekombinantes Protein

Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland

Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco Life Technologies, Paisley, Schottland
Biowhittaker, Verviers, Belgien
Biowhittaker, Verviers, Belgien
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biochrom KG, Berlin
Biowhittaker, Verviers, Belgien

Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Carlsbad, USA

Alexis, San Diego, USA
Oncogene Research Products, Boston, USA
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2.5.5. Plasmide

Die Numerierung und Bezeichnung der Vektoren und Konstrukte richtet sich nach der in der
ASTA MEDICA AG / Abteilung TMB gefuihrten gleichnamigen Oracel-Datenbank.

Vektoren:

#13
#32
#48
#70

Gene:
#42

pBluescript SK (+)
pFLAG
pcDNA3.1/Hygro
pcDNAG6/V5-His B

pSV-R-Galactosidase

Hefevektoren:

#1
#4

pPICZ B
pPIC3.5K

Konstrukte — Labor2:

#8

#13
#34
#43

#47
#49
#51
#53
#55
#57
#59
#61
#64
#65
#66
#67
#82
#83
#84
#85
#86
#87
#88
#89
#90
#91
#92
#93
#94

pLex A-ras (Template fur PCR)

pSBC 2-c-raf-1-(AS1-149) (Template fir PCR)
pCM 184 FKBP12 (Template fir PCR)

PRS 413 lex A Activin-R-1 (Template fur PCR)

pPICZ-B-lacZ
pPICZ-B-lacZ-Aa
pPICZ-B-lacZ-Aw
pPICZ-B-lacZ-Ap
pPICZ-B-lacZ-Aa-ras
pPICZ-B-lacZ-Aw-raf
pPICZ-B-lacZ-Aa-Activin-R-1
pPICZ-B-lacZ-Aw-FKBP12
pPIC3.5K-B-lacZ
pPIC3.5K-B-lacZ-Aa
pPIC3.5K-B-lacZ-Aw
pPIC3.5K-B-lacZ-Ap
pFLAG-lacZ
pFLAG-lacZ-Aa-ras-HIS
pFLAG-lacZ-Aw-raf-HIS
pFLAG-lacZ-Aa-Activin-R-1-HIS
pFLAG-lacZ-Aw-FKBP12-HIS
pFLAG-lacZ

pFLAG-lacZ-Aa
pFLAG-lacZ-Aw
pFLAG-lacZ-Ap
pFLAG-lacZ-Aa-ras
pFLAG-lacZ-Aw-raf
pFLAG-lacZ-Aa-Activin-R-1
pFLAG-lacZ-Aw-FKBP12

38



2. Material

Konstrukte — Labor3:

#9 pcDNA3.1/Hygro-FLAG-Akt1-APH-farn.
#44 pcDNAG-FLAG-Akt1l-APH-farn

2.5.6. Oligonukleotide

#351: 5-GCGCGCGGTACCTCATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGT-
GACTGGGAAAA-3

#352: 5-GCATAACCACCACGCTCATCGATAATTTCACCGCCG-3'

#355: 5-GCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAA-3

#357. 5-CGATATGCGGCCGCCAGCGGTGCACGGGTGAACTGAT-3

#358: 5-GCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACG-3

#359: 5-CCATATGCGCAACTGTTGGGAAGGAACGACGGCCAGTGAATCCGTAA-3

#360: 5-GCTTATGCGCAGCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGAC-3'

#361: 5-CGCCACCAATCCCCATATGGAAACCGTCGAT-3

#362: 5-GCTGCCACGTGATGACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTG-3

#364: 5-GGGCACACGTGATGGGAGTGCAGAGGTGGAAACCA-3

#366. 5-GGCAGCACGTGATGGAGCACATACAGGGAGCTTGG-3

#370: 5-GCACGGGTACCGGGAGAGCACACACTTGCAGCTCAT-3

#371: 5-GGCGTGGTACCCTTCCAGTTTTAGAAGCTCCACATCG-3

#372: 5-GGCACGGTACCCAAGCTTCAGGAACGTCTTCCGAGC-3

#373. 5-GCCTGCCACGTGATGAACTATCATCAGCGTGTCTATCACAACCGC-3

#374. 5-GGCTGGGTACCGGATCTTCACGTCTTCCTGCACGCTG-3

#427. 5-CTGTAGAAGCTTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTC-3

#444: 5'-CAAGCCCTCGAGTCAATGATGATGATGATGATGGGCGGCCGCTTTTTGACACC-3

#535: 5-GTATACCCCGTACGTCTTCCCG-3'

#536: 5-GCGATAACGAGCTCCTGCACTGG-3'

#537. 5-CGGACGCTCGAGATCATGATGATGATGATGATGTTTTTGACACCAGACCAACTGG-3'

#539: 5-CGGACGCTCGAGATCATGATGATGATGATGATGCAGCGGTGCACGGGTGAACTG-3'

#413. 5-AAGGACGACGACGACCTGGAATTCGCTGACGGCCTCAAGAA-3'
#414: 5-ATGCTAGCGCCACCATGGACTACAAGGACGACGACGAC-3'

#415. 5-CTTGCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCTAGAGGCGCTGCTGCTGGC-3'
#416. 5-TATGTTTAAACTCACATGATCACGCACTTGGTCTTGCTCTTCTTCTT-3'

2.5.7. Kits

Akt Kinase Assay Kit Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Big Dye" Terminator Cycle Sequencing Kit ~ Perkin Elmer, Boston, USA

Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA
Caspase-8 Assay Kit Calbiochem-Novabiochem, San Diego, USA
Caspase-9 Colorimetric Assay Kit R&D Systems, Minneapolis, USA

Cell Death Detection ELISA™YS Roche Diagnostics, Mannheim

Cytochrom C ELISA Oncogene Research,

Expandl High Fidelity PCR System Roche Diagnostics, Mannheim

first strand cDNA Kit Roche Diagnostics, Mannheim

Fugeneld Transfection Reagent Roche Diagnostics, Mannheim
Galacto-Light Plus [0 Kit Tropix, Bedford, USA

High Purel] PCR Product Purification Kit Roche Diagnostics, Mannheim
NucleoBond” Plasmid Maxi Kit Clontech, Palo Alto, USA
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Protein Assay

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

RNeasy Kit

Silica Spin Disc Plasmid DNA Mini Kit
Western Blot Chemoluminescence Reagent

2.6. Biologisches Material
2.6.1. Bakterienstdmme

Empfingerorganismen Genotyp

E. coli MC1061

BioRad Laboratories, Miinchen

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Biometra, Gottingen

NEN Life Science Products, Boston, USA

F araDI139 Alara-leu)7696 galE15 galK16 A(lac)X74 rpsL

(Str') hsdR2 (ri” myg') merA merBI

E. coli DH5a

F* endAl hsdR17 (ri myg') glnV44 thi-1 recAl gyrA (Nalr)

relAl AllacZYA-argF)Ul169 deoR (¢B0dlacA(lacZ)M15)

E. coli ER2507

F ara-14 leuB6 fhud2 AlargF-lac)U169 lacYl ginV44 galK2

rpsL20 xyl-5 mtl-5 A(malB) zjc::Tn5 (Kan®) A(merC-mrr) 101

E. coli XL1-Blue

F::Tnl0 proA'B" lacl! AflacZ)MI15/recAl endAl gyrA96

) (Nalr) thi hsdR17 (I"K- mK+)
Alle 4 E. coli Stdamme wurden bei New England Biolabs, Schwalbach/Ts bezogen.

2.6.2. Hefestamme

Stamm
Pichia Pastoris GS115
Pichia Pastoris SMD1168

2.6.3. Sdugerzelllinien

NCI H440
A-549
SK-OV-3
MCF10A

Invitrogen, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

ATCC Nr. HTB-177
ATCC Nr. CCL-185
ATCC Nr. HTB-77
ATCC Nr. CRL-10317
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3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Herstdlung chemokompetenter E. coli Zellen

Stamm MC1061 / DH5 o / XL1-Blue

Eine Ubernachtkultur eines Einzelklons von E. coli MC1061, DH5a bzw. XL1-Blue wird in
5ml TYM-Medium herangezogen. Mit 0,5ml dieser Kultur werden 500ml TYM-Medium in
einem Fernbach-Kolben angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODggonm VONn 0,6 kultiviert. Das
Wachstum wird durch Zugabe von Brucheis und gleichzeitiger Kihlung im Eisbad
abgestoppt. AnschlieRend werden die Zellen in einer Sorvall-Kuhlzentrifuge im GSA-Rotor
bei 6000rpm und 4°C flr 10 Minuten pelletiert. Bei allen nachfolgenden Schritten ist auf Eis
zu arbeiten, und es sollte darauf geachtet werden, dass die Gerate und Lésungen vorgekihlt
sind.

Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 100ml TFB-1-Puffer resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation (wie oben beschrieben) werden die Zellen in 20ml TFB-2-Puffer
resuspendiert, rasch aliquotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
erfolgt bei -80°C. Die Transformationsrate von ca. 1x10’ cfu/mg pUC19-DNA bleibt so tiber
Monate erhalten.

TYM-Medium 2% (W:v) Bacto-Tryptone
0,5% (w:v)  Bacto Yeast-Extrakt
10mM MgSO,4
0,1M NaCl

autoklavieren

TFB-I-Medium 15% (v:v) Glycerin
30mM Kaliumacetat
100mM KCI
10mM CaCl,
50mM MnCl,

MnCI; und CaCl,: 2M Stammldsungen
ansetzen (steril) und erst nach dem
autoklavieren der Losung zugeben

TFB-II-Medium 15% (v:v) Glycerin
10mM Na-MOPS pH 7
10mM KCI
75mM CaCl,

Losung mit konzentrierter NaOH auf pH7
einstellen, autoklavieren

Stamm ER2507

Mit 1ml einer Ubernachtkultur von E. coli ER2507 werden 100ml LB-Medium beimpft. Die
Zellen wachsen bei 37°C und 220rpm bis zu einer ODgoonm Von 0,5 (£0,05) heran (ca,2,5-3h).
Die Kultur wird sofort mit Brucheis und einem Eiswasserbad abgekihlt. Es folgt eine
finfmindtige Zentrifugation der Zellen bei 6000rpm (GSA Rotor Sorvall, Zentrifuge) und
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4°C. Das Zellpellet wird in 10ml eiskalter TSS-Ldsung resuspendiert und direkt fur die
Transformation eingesetzt.

LB-Medium 10g Bacto-Tryptone
5¢ Bacto Yeast-Extract
5,849 NaCl
15¢ Agar (nur fir Agarplatten)
ad 11 MilliQ
TSS-Losung 85% LB-Medium
(Transformation and 10%(w:v)  Polyethylenglycol 8000
Storage Solution) 5% (v:iv) DMSO

50mM MgCl;
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern; haltbar fur
ca. zwei Wochen bei 4°C

3.1.2. Bestimmung der Transformationsrate chemokompetenter E. coli Zellen

Die Qualitat, d.h. die Anzahl zur DNA-Aufnahme beféhigter kompetenter E. coli-Zellen,
variiert in Abhédngigkeit von verschiedenen Faktoren (Wachstum, Praparation, Ldsungen
usw.) von Préparation zu Prdparation. Daher sollte nach jeder Praparation die ‘cfu’
(koloniebildende Einheit) bestimmt werden. Als Referenzplasmid wird pUC19 (2686bp)
verwendet. Die Einheit ‘cfu’ bezieht sich auf 1pug Plasmid und 100ul kompetente Zellen.

Von einer bestimmten Plasmid-Verdinnung ausgehend werden 200ul kompetente Zellen mit
10ul dieser Losung nach Standardprotokoll transformiert. Nachfolgend wird der
Transformationsansatz in mehreren 10™%-Schritten in kaltem LB-Medium verdiinnt (100ul
Transformationsansatz + 900ul LB-Medium). Jeweils 100ul verschiedener Verdinnungs-
stufen werden mit Hilfe des Trigalski-Spatels auf LB-Platten mit entsprechendem
Antibiotikum ausplattiert und die Platten tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am
néchsten Morgen lassen sich die Platten auszahlen und so die ‘cfu’ bestimmen.

3.1.3. Transformation von Plasmid DNA in chemokompetente E. coli Zellen

Stamm MC1061 / XLI1-Blue

Kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut. 120ul Bakteriensuspension werden mit 1ul
Plasmid-DNA bzw. 20ul eines Ligationsansatzes vermischt und fiir 20min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wird der Ansatz fiir 90 Sekunden auf 42°C erhitzt und dann sofort wieder auf
Eis gestellt. Die Bakteriensuspension wird auf eine mit Topagar beschichtete LB-Platte mit
entsprechendem Antibiotikum pipettiert, mit dem Trigalski-Spatel gleichméRig verteilt und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Stamm ER2507 / DHS5 o

Kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut. 120pul Bakteriensuspension werden mit 1pl
Plasmid-DNA bzw. 20ul eines Ligationsansatzes vermischt und fur 20min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wird der Ansatz fiir 90 Sekunden auf 42°C erhitzt und dann sofort wieder auf
Eis gestellt. Zu dem Transformationsansatz werden 1ml LB-Medium zugegeben und der
Ansatz fur mindestens 30min bei 37°C unter Agitation inkubiert. Die Bakteriensuspension
wird auf eine LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum pipettiert, mit dem Trigalski-Spatel
gleichméaRig verteilt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
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LB-Platten 10g Bacto-Tryptone
59 Bacto Y east-Extract
5,84g NaCl
159 Agar

- ad 1000ml (MilliQ), autoklavieren
- Zugabe von Ampicillin, wenn Ldsung handwarm
- nach Antibiotikazugabe mischen und Platten gielRen

Low-Salt-LB-Platten  10g Bacto-Tryptone
5¢ Bacto Yeast-Extract
5¢ NaCl
159 Agar

- ad 1000ml (MilliQ), autoklavieren
- Zugabe von Zeocin, wenn Ldsung handwarm
- nach Antibiotikazugabe mischen und Platten gielRen

Stammlosungen Antibiotika Ampicillin - 100mg/ml  Endkonzentration: 200pg/ml
Zeocin 100mg/ml  Endkonzentration: 25ug/ml

3.1.4. Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen

Fur eine Plasmidisolierung im kleinen MaRstab, von 1,5ml Ubernachtkultur, wird der
Plasmidextraktionskit von Biometra nach den Vorschriften des Herstellers verwendet.

Fur eine Plasmidisolierung im praparativen MaRstab, von 200ml Ubernachtkultur, wird der
»-Maxiprep* Plasmidextraktionskit von Clontech nach den Vorschriften des Herstellers
verwendet.

3.1.5. Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA

Das Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgt nach Angaben des
Enzymbherstellers (New England Biolabs) in den jeweiligen Puffersystemen. In der Regel
werden 1ug Plasmid DNA mit 10 Einheiten Enzym in einem solchen Volumen verdaut, dass
die Glycerinkonzentration in dem Restriktionsansatz maximal 5% betrégt.

Der Ansatz wird 2-4h bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert und die
Reaktion anschlieend mit 5ul 3-fach Probenpuffer abgestoppt. Die Auftrennung der
Restriktionsfragmente erfolgt durch Elektrophorese in einem 0,5 bis 2%igen Agarose-Gel in
1x TAE Laufpuffer bei 8Volt/cm Gellénge.

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wird der QIAquick” Gelextraktionskit
der Firma Quiagen verwendet. Es wird entsprechend dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen.

TAE Puffer 50X 2M Tris-Acetat

50mM EDTA

pH8 mit konzentrierter Essigsaure einstellen
vor Gebrauch 1:50 mit MilliQ verdiinnen und
0,5mg/l Ethidiumbromid zufligen

43



3. Methoden

3 x DNA-Probenpuffer ~ 100mM M ercaptoethanol
10mM EDTA

0,05% SDS
0,05% Bromphenolblau
60% Sacharose

3.1.6. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Vor Einklonierung eines DNA-Fragments in ein Plasmid ist es zweckmaRig, die 5’-
Phosphatgruppen der linearisierten Vektor-DNA zu entfernen, um eine Religation der
Vektorenden zu vermeiden, wodurch es zu einer geringeren Ausbeute an rekombinanten
Plasmiden kommt. Dies ist besonders dann méglich, wenn die Subklonierung mit nur einem
Restriktionsenzym durchgefuhrt wird.

Die linearisierte Vektor-DNA wird 30min mit 1Einheit/ug DNA alkalischer Phosphatase
(CIP, ,,calf intestinal alkaline phosphatase”, Roche Biochemicals) im Reaktionspuffer bei
37°C inkubiert. Das weitere VVorgehen entspricht dem mit restriktionsverdauter DNA.

3.1.7. Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 5’-Phosphat-
und 3’-Hydroxylgruppen. Die Reaktion ist abhangig von Mg?" lonen und ATP. In einem
Ligationsansatz werden der Vektor und das DNA-Insert in einem molaren Verhaltnis von ca.
1:4 eingesetzt. Die Ligation erfolgt bei 15°C ber Nacht in einem mdglichst kleinen Volumen
(15-30pl) mit dem vom Hersteller gelieferten Ligasepuffer und einer Einheit an T4-Ligase.

3.1.8. ,,Polymerase Chain Reaction” (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgt in einem Perkin Elmer Gene Amp” 9700
Thermocycler. Das Reaktionsvolumen betragt 50ul bestehend aus der DNA-Matrize, 5
Einheiten Pfu DNA Polymerase, Pfu Polymerasepuffer, je 20-100pmol der entsprechenden
Primer-Oligonukleotide und je 200uM Desoxyribonukleotide.

Reaktionsansatz PCR 10mM Tris-HCI (pH 8,3)
50mM KCI
1-4mM MqgCl,
0,2-1uM Primer-Oligonukleotid
0,2-1uM Primer-Oligonukleotid
200uM DNTPs
10ng/ul Matrizen-DNA
5 Einheiten Pfu

Die Amplifikation der Matrizen-DNA erfolgt durch mehrere Zyklen einer bestimmten
Temperaturabfolge. In einem einmaligen, ersten Denaturierungsschritt von 1-5min. bei 94°C
wird die doppelstrangige DNA einzelstrangig gemacht. AnschlieBend folgen ein weiterer,
immer wiederkehrender Denaturierungsschritt bei 94°C fir 30s bis 1min, ein
Hybridisierungsschritt fur 30s bis 1min, bei dem die Primer-Oligonukleotide an die Matrizen-
DNA binden und ein Polymerisationsschritt von 30s bis 2min oder langer. Die Temperatur bei
der die Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer an die Matrize stattfindet ist von dem
Schmelzpunkt des Oligonukleotids abhéngig und muss deshalb individuell festgelegt werden.
Die Strangverlangerung erfolgt bei 72°C und die L&nge dieses Schrittes richtet sich nach der
GroRe des zu amplifizierenden DNA-Fragments, tblicherweise 1min pro kb.
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Protokoll PCR Initiationssequenz ~ 1-5min 94°C

Denaturierung 30s-1min 94°C
Hybridisierung 30s-1min X °C
Strangverlangerung  30s-2min 72°C

25 oder mehr Zyklen

Finale Verlangerung 6min 72°C

Die Amplifikation von langeren DNA-Sequenzen erfolgt mit Hilfe des Expandd High
Fidelity PCR Systems. Als DNA Polymerase wird hierbei eine Mischung aus Taqg DNA
Polymerase und Pwo DNA Polymerase verwendet. Die Pwo DNA Polymerase besitzt 3°-5°
Exonuclease Aktivitat zum Korrekturlesen. Es wird der selbe Reaktionsansatz wie oben
beschrieben verwendet (Ausnahme: 3 Einheiten des DNA Polymerase Enzym-Mixes anstelle
der Pfu DNA Polymerase). Die Strangverlangerung erfolgt bei 70°C fur Fragmente von 3Kkb.
Das Protokoll umfasst zwei unterschiedliche Unterprogramme. Wéhrend der ersten zehn
Amplifikationszyklen erfolgt die Strangverldangerung fir 2 Minuten, fur die weiteren 15-20
Zyklen verléngert sich diese Zeit um jeweils 5 Sekunden.

Protokoll PCR Initiationssequenz ~ 1-5min 94°C

Denaturierung 30s 94°C

Hybridisierung 30s X °C

Strangverlangerung 2min 70°C
10 Zyklen

Denaturierung 30s 94°C

Hybridisierung 30s X °C

Strangverlangerung 2min + 5sec Verlangerung fir jeden Zyklus 70°C
15-20 Zyklen

Finale Verlangerung 6min 72°C

3.1.9. Seguenzanalyse von DNA

Die Aufreinigung der zur Sequenzierung eingesetzten DNA erfolgt durch Préparation mit
dem QIAprep” Spin Miniprep Kit (Qiagen Kat. Nr. 27106) aus einer Ubernachtkultur nach
den Angaben des Herstellers.

Die DNA Sequenzierung erfolgt mit Hilfe des BigDye” Terminator Cycle Sequencing Kits
(Perkin Elmer) nach dem Prinzip der Dideoxy-Abbruchmethode von F. Sanger. Dabei wird
die zu sequenzierende DNA neben den vier Desoxynukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP,
dGTP und dTTP) mit einer thermostabilen DNA Polymerase und den vier
Didesoxyribonukleotiden versetzt. Diese enthalten jeweils am Heterozyklenanteil einen
Basen-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff. Dadurch werden die durch Termination der
Polymerase-Reaktion erzeugten DNA-Fragmente spezifisch markiert und kénnen aufgrund
ihrer  Fluoreszenz  photometrisch  detektiert werden. Die  Verlangerungs- und
Terminationsreaktionen werden bei Verwendung des BigDye" Terminator Cycle Sequencing
Kits in einem Schritt am GeneAmp" 9700 Thermocycler (Perkin Elmer) durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz 4pl BigDye" Terminator Cycle Sequencing Mix
200ng Plasmid DNA
1,5mM Oligonukleotid Primer
ad 20pl HPLC-H,0

Um freie Fluoreszenz-markierte Nukleotide vom Reaktionsansatz abzutrennen, werden Centri
Sep"” Saulen (Perkin-Elmer) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Trennung erfolgt
nach dem Prinzip der Gelfiltration. Dabei lasst man das S&ulenmaterial durch Zugabe von
750ul HPLC-H,0 fir 30min quellen. Die iberschissige Flussigkeit wird durch Zentrifugation
bei 3000rpm flr 2min in einer Mikrozentrifuge entfernt. Der Reaktionsansatz wird dann
vorsichtig auf die so vorbereitete Sdule gegeben, erneut zentrifugiert und der Durchfluss fir
den Probenauftrag im ABI Prism”310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) verwendet.

Dazu werden 4ul des Durchflusses mit 20ul TSR Puffer (Perkin Elmer) versetzt. Der
Sequenzierungsansatz wird fir 2min bei 96°C denaturiert und anschlielend sofort auf Eis
gestellt. Der Ansatz wird in ein Sequenziergefal Gberfiihrt und in das automatische Ladegerét
des Sequenziergerates gestellt. Der gesamte Prozess von der Kapillarbefillung, Proben-
injektion, Proben-Auftrennung und Detektion ist vollstdndig automatisiert.

Ebenso wie bei klassischen Methoden zur DNA Analytik werden auch die Fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Hierfiir werden Polymer-
gefiillte Glaskapillaren benutzt. Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe passieren die
Fragmente einen bestimmten Bereich des Systems, in dem der Laserstrahl fokussiert ist. Das
zeitgleich emittierte Licht wird Uber Spiegelsysteme zur Detektionseinheit zuriickgestrahlt.
Das durch die Fluoreszenzfarbstoffe entsandte Emissionslicht wird durch ein Gitter, einen
sogenannten Spektrographen, in seine Spektralfarben zerlegt. Die zeitgleiche Detektion der
Spektralfarben erfolgt mit dem hochauflésenden Pixelfeld einer CCD-Kamera, die Erfassung
und Verarbeitung der erhobenen Daten mit Hilfe eines Computers und des entsprechenden
Auswertungsprogrammes.

3.1.10. Klonierung verschiedener Deletionsmutanten der -Galactosidase und
der Fusionsproteine

Das Enzym [B-Galaktosidase ist in seiner aktiven Form aus vier identischen Untereinheiten
von jeweils 116kDa aufgebaut. Aus E. coli Bakterien konnten Deletionsmutanten der
[B-Galaktosidase isoliert werden, die kein aktives Enzym bilden kénnen. Durch die Zugabe
des deletierten Abschnitts der B-Galaktosidase zu diesen Deletionsmutanten lasst sich die
Aktivitat des Komplexes zum grofRen Teil aber rekonstituieren, ein Vorgang, der in der
Literatur als a-Komplementation beschrieben ist. Die N- und die C-terminalen Regionen der
B-Galaktosidase, die bei der a-Komplementation beteiligt sind, werden als a- bzw. w- Region
bezeichnet, das Zentralpeptid als p-Region.

Um ein System zu entwickeln, das Protein-Protein-Interaktionen detektierbar macht, missen
Deletionsmutanten gefunden werden, die alleine nur sehr schwach miteinander interagieren
konnen. Erst durch die Fusion dieser Deletionsmutanten mit einem interagierenden
Proteinpédrchen soll es zur Komplementation und damit zu [-Galaktosidase-Aktivitat
kommen. Abbildung 3-1 zeigt die schematische Darstellung der Deletionsmutanten und der
Fusionsproteine. Das Konstrukt Aa entspricht der naturlich vorkommenden Mutation M15
und kann aufgrund des VVorhandenseins der zentralen i Domane die Deletionsmutante Acw nur
sehr schwach komplementieren. Deletionsmutante Ap sollte in der Lage sein, sowohl Aa als
auch Aw zu komplementieren und dient daher als Kontrolle. Durch die Fusion der nicht-
interagierenden Deletionsmutanten mit den beiden interagierenden Proteinparchen ras-
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raf interaktionsdomine) SOWi€ Activin-1B-Rezeptor-FKBP12 soll eine Komplementation ermdglicht
und somit eine B-Galactosidase-Aktivitdt messbar gemacht werden. Die Struktur der
Deletionsmutanten wurde aus der Literatur Gbernommen [62].

1. Wildtyp (3075bp) — a K W S
2. Ao (2967bp) _H/\ u 0 |—
GIn*-Arg“

3. Aw (2370bp) — a M /\_

Asp ™ - Lys 102

4. Ay (1431bp) —1 a A

Leu® - Phe®

5. ras-Aa vl w I

6. raf(1-149)-Aw

:

7. ActivinlB-R-Aa

=
e
|

8. FKBP12-Aw —- a H —

Abb. 3-1: Schematische Darstellung der B-Galactosidase-Deletionsmutanten und der Fusionsproteine.

Das Konstrukt Wildtyp B-Galactosidase wurde durch PCR mit den Primern #351 und #352
tber die Schnittstellen Kpn 1 / Cla | sowie Verdau von pSV-B-Galactosidase mit Cla I / BamH
I und anschlieBende Subklonierung der beiden Fragmente in Kpn | / BamH | gedffneten
pBlueskript-Vektor erstellt (siehe Abbildung 3-2). Das fertige Konstrukt konnte nun durch
Verdau mit Kpn | / Not I aus pBlueskript ausgeschnitten und in die entsprechenden Pichia
pastoris-Expressionsvektoren kloniert werden.

Zur Erstellung der Deletionsmutanten wurden weitere PCR-Reaktionen mit den Primern #355
und #357 (Aw-Mutante), #358 und #359 (Aa-Mutante), sowie #360 und #361 (Ap-Mutante)
mit dem Vektor pSV-B-Galactosidase als Template durchgefiihrt. Die PCR-Fragmente
wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kit
aufgereinigt, Eco47 111 / Not I, Hind 11 / Fsp | bzw. Fsp | / Nde I verdaut und in das jeweils
ebenso gedffnete Konstrukt pPICZ-B-lacZ (#47) kloniert. Zur Erstellung der Fusionsproteine
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erfolgten erneut PCR-Reaktionen mit den Primern #362 und #370 (ras), #366 und #372 (raf
Interaktionsdomane AS1-149), #364 und #371 (FKBP12) sowie #373 und #374 (Activin-R)
und den Konstrukten (Labor2) #8, #13, #34 und #43 als Templates. Wiederum wurden die
PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Gel extrahiert, Pml | / Kpn | verdaut
und wie in Abbildung 3-1 beschrieben N-terminal im Leserahmen vor die entsprechende
Deletionsmutante im Pichia pastoris-Expressionsvektor kloniert. Die Richtigkeit der
Sequenzen der Konstrukte wurde mittels Fluoreszenz-Didesoxy-Sequenzanalyse kontrolliert.
Zur Umklonierung der Deletionsmutanten und der Fusionsproteine in andere Pichia pastoris-
Expressionsvektoren wurde das jeweilige Konstrukt Pml 1 / Not | verdaut und in den ebenso
geoOffneten Vektor kloniert.

PCR Ausschneiden aus pSV-B-Gal
Clal
Kpnl Clal ‘ BamHI
‘ Subklonierung in pBlueskript ‘
Kpnl CI‘aJ BamHI Notl
‘ Ausschneiden aus pBlueskript Kpn I/ Not 1 ‘

| Ligation in pPICZ-B |

Abb. 3-2: Klonierungsschema fiir Wildtyp B-Galactosidase

Um Wildtyp B-Galactosidase, die Deletionsmutanten und die Fusionsproteine in E. coli
exprimieren zu kdnnen, mussten die Konstrukte in Vektor #32 (pFLAG) umkloniert werden.
Hierzu wurde mit dem Expand] High Fidelity PCR Kit, den Primern #427 und #444 sowie
dem Konstrukt pPICZ-B-lacZ (#47) als Template ein Fragment amplifiziert, das durch
Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Hind 111 und Xho I in den ebenso gedffneten
Polylinker des pFLAG-Vektor Kkloniert werden konnte. Dieses Konstrukt (Abb. 3-3 A) war
nun der Ausgangspunkt fur die Klonierung der Deletionsmutanten- und Fusionsprotein-
Konstrukte. Diese wurden zunédchst mit den Restriktionsendonukleasen Pml I / Not | aus den
Hefe-Expressionsvektoren ausgeschnitten und anschlieend im Leserahmen in das ebenfalls
Pml I/ Not | ge6ffnete Konstrukt aus Abbildung 3-3 A kloniert.

Da die Fusionsproteine zu Detektions- und Aufreinigungszwecken einen Histidin(6x)-
Schwanz im Leserahmen enthalten sollten, wurden zwei weitere PCR-Ansétze durchgefiihrt.
Fir die Aa-Fusionsproteine wurde mit den Oligos #535 und #537 und pPICZ-B-Aa
(Konstrukt #49) als Template mit Hilfe der Pfu Polymerase ein PCR-Fragment amplifiziert,
das nach Aufreinigung mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit Bsi W | / Xho | verdaut und C-
terminal in die vorher erstellten pFLAG- Aa-Fusionsprotein-Konstrukte kloniert wurde (siehe
Abbildung 3-3 B). Fir die Aw-Fusionsproteine wurde mit den Oligos #536 und #539 und
pPICZ-B-Aw (Konstrukt #51) als Template mit Hilfe der Pfu Polymerase ein PCR-Fragment
amplifiziert, das nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlieBender Aufreinigung
Sac | / Xho | verdaut und in die vorher erstellten pFLAG-Aw-Fusionsprotein-Konstrukte
Kloniert wurde (siehe Abbildung 3-3 C). Die erfolgreiche Klonierung konnte im
Restriktionsverdau durch die Deletion der Not I-Schnittstelle Gberprift werden. Abschlielend
wurde die Richtigkeit der Sequenzen aller erstellter Konstrukte durch Sequenzanalyse
Uberpraft.
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A
Pml | Not |

Hind 111 Xho'l

5 D N
P | BS W Not | BsiW|):g<

Hind 111 Xhol
R-Gal Aa-Fusionsproteine _ —L

C -2 W=
Pml | Sac | Not | Sac |
Hind 111 Xhol >D< Xhol
R-Gal Aw-Fusionsproteine His— _L

Abb. 3-3: A Ausgangskonstrukt pFLAG-B-Galactosidase. Dieses Konstrukt wurde durch PCR-
Amplifikation und anschlieBenden Hind 111 / Xho I-Verdau in den ebenso gedffneten Polylinker
des pFLAG-Vektor kloniert. Die Gene der Deletionsmutanten bzw. Fusionsproteine wurden tber
Pml I/ Not I-Verdau in dieses Konstrukt eingesetzt.

B Klonierungsschema fiir pFLAG-Ao-Fusionsprotein-Konstrukte. Um die pFLAG-Ausgangs-
konstrukte mit einem C-terminalen HIS-Schwanz im Leserahmen zu versehen, wurde durch PCR
ein Bsi W I / Xho | Fragment amplifiziert und in die beiden Ausgangskonstrukte Kloniert.

C Klonierungsschema fiir pFLAG-A®-Fusionsprotein-Konstrukte. Um die pFLAG-Ausgangs-
konstrukte mit einem C-terminalen HIS-Schwanz im Leserahmen zu versehen, wurde durch PCR
ein Sac | / Xho | Fragment amplifiziert und in die beiden Ausgangskonstrukte kloniert.

3.1.11. Klonierung eines konstitutiv aktiven PK B/Akt-Derivats

Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt wird durch Membraninsertion und anschliel3ende
Phosphorylierung erreicht. Dazu wurden bislang PKB/Akt-Konstrukte verwendet, die eine N-
terminale Myrestylierungssequenz besitzen [162]. Da es sich bei Myrestylierung jedoch um
einen irreversiblen kovalenten Prozess handelt, ist nicht sichergestellt, dass dieses Konstrukt
auch von der Membran dislozieren und somit zu seinen zelluldren Zielproteinen gelangen
kann. Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde ein konstitutiv-aktives Derivat von PKB/Akt
mit deletierter PH-Doméne (Aminoséduren 1-106) entwickelt, das neben einer N-terminalen
FLAG-Markierung auch eine C-terminale Farnesylierungssequenz gefolgt von einen
polybasischen Schwanz enthalt [163]. Die Farnesylierung ist eine reversible Modifikation, da
sie durch Farnesylesterasen gespalten werden kann.

Zur Klonierung des Konstrukts wurde zundchst Gesamt-RNA aus MCF10A Zellen mit Hilfe
des RNeasy Kit der Firma Qiagen (Hilden, Germany) isoliert und diese anschlieend unter
Benutzung des first strand cDNA Kit von Roche Diagnostics (Indianapolis, IN) in cDNA
translatiert. In zwei PCR Ansédtzen wurde mit Hilfe der Primer Paare #413 und #415 bzw.
#414 und #416 ein Produkt amplifiziert, das fur das oben beschriebene Konstrukt kodiert.
Dieses PCR-Produkt wurde (ber die Schnittstellen Nhe |1 und Pme | in den Polylinker der
Vektoren pcDNA 3.1/Hygro (#48) bzw. pcDNAG-Blasticidin (#70) kloniert.
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3.2. Zellbiologische Methoden - Hefen

3.2.1. Verwendete Hefestdmme
Stamm Genotyp Phiinotyp

Pichia Pastoris GS115 his4 Mut™ His
Pichia Pastoris SMD1168 his4 ura3 pep4::URA3 ~ Mut” His Protease-defizient

Das methylotrophe Hefesystem Pichia Pastoris wird als Expressionssystem genutzt, mit dem
sich hohe Mengen rekombinanten Proteins herstellen lassen. Ein groBer Vorteil dieses
Hefesystems gegenilber prokaryontischer Expression besteht in seiner eukaryontischen
Proteinprozessierung, Modifikation und Faltung. Das Expressionsplasmid, das das Gen des zu
exprimierenden Proteins tragt, wird stabil in den Hefestamm eingebracht und integriert hinter
dem starken AOX1 (Alkohol Oxidase 1) Promotor, der eine induzierbare Proteinexpression
ermoglicht.

3.2.2. Stabile Hefetransformation von Pichia Pastoris mittels LiCl-Methode

Diese Methode ist eine Variation der Lithiumacetat-Transformation von S. cerevisiae und
erreicht eine Transformationseffizienz von 102 bis 10° cfu/ug linearisierter DNA.

YPD-Medium 1% (w:v) Y east-Extrakt
2% (w:v) Bacto-Peptone
- ad 900mI mit MilliQ - autoklavieren
- Zugabe von 100ml Glucose direkt vor Benutzung

20% (w:v)  Glucose
- autoklavieren

YPD-Platten 1% (w:v) Yeast-Extrakt
2% (w:v) Bacto-Peptone
2% (w:v) Glucose
- ad 1000ml mit MilliQ - autoklavieren
100ug/ml Zeocin, sobald Medium handwarm

Zunéchst wird das zu transformierende Expressionsplasmid mit der Restriktionsendonuklease
Pme I linearisiert. Nach 2h wird das Enzym durch 5 mindtiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert.
Uber Nacht wird nun eine 50ml YPD Kultur mit dem zu transformierenden Pichia Pastoris
Stamm angeimpft und unter Schitteln bei 30°C inkubiert. Am ndchsten Morgen wird die
ODggo bestimmt und die Kultur auf eine ODggo Von 0,6 verdiinnt. Nach weiterer Inkubation
flr eine Stunde wird das Wachstum bei einer ODgo von etwa 0,9 gestoppt, indem die Kultur
zentrifugiert wird (15009 / 4°C / 5min). Das Zellpellet wird nun mit 25ml aq. dest. (steril)
gewaschen und erneut zentrifugiert (wie oben). Das Zellpellet wird dieses mal in 1ml 100mM
LiCl-Losung (steril) resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (14000rpm
Tischzentrifuge / 4°C / 5min) werden die Zellen in 400ul 100mM LiCl resuspendiert.

Je Transformationsansatz werden 50ul LiCl-kompetenter Zellen mit 10ug linearisierter DNA
vermischt und fir 30min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend erfolgt ein Hitzeschock bei 42°C
flr 25min, ehe die Zellen erneut pelletiert (8000rpm / 4°C / 5min) und schliel3lich nach
Resuspendierung in 1ml YPD Medium fir 4h bei 30°C geschiittelt werden. Nach dieser Zeit
werden jeweils 150ul des Gesamtansatzes auf 20ml-YPD-Platten mit 100ug/ul Zeocin
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ausplattiert und fir 3-4 Tage bei 30°C inkubiert, bis sich Kolonien geformt haben, die auf
Expression des gewunschten Proteins tberpruft werden kénnen.

3.2.3. Stabile Hefetransformation von Pichia Pastoris mittels Elektroporation

Diese Methode der Hefetransformation weist im Vergleich zur LiCl-Transformation eine
deutlich hhere Transformationseffizienz von 102 bis 10* cfu/ug linearisierter DNA auf.
Zunéchst wird erneut das zu transformierende Expressionsplasmid mit der Restriktions-
endonuklease Pme | linearisiert. Nach 2h wird das Enzym durch 5 minitiges Erhitzen auf
95°C inaktiviert. Die einzelnen DNA-Ansédtze werden mit S-200-S&ulen von Amersham
Pharmacia entsalzt, um einen Kurzschluss bei der Elektroporation zu verhindern.

Uber Nacht wird eine 5ml YPD Vorkultur mit dem zu transformierenden Pichia Pastoris
Stamm angeimpft und unter Schiitteln bei 30°C inkubiert. Die Start-ODggo der Hauptkultur
wird so berechnet, dass die Kultur zur geplanten Zeit eine ODgoo Von 1,4 aufweist:

Start-OD = 1,4x (0,5)V&%PPl  11\/erdopplung dauert 2 Stunden]

125ml YPD Medium werden mit der berechneten Menge an Hefezellen angeimpft und dber
Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Bei Erreichen der ODggo von 1,4 werden die Zellen
zentrifugiert (15009 / 4°C / 5min), mit 125ml aqg. dest. (steril/kalt) gewaschen, wiederum
zentrifugiert (wie oben) und erneut mit 125ml aq. dest. (steril/kalt) gewaschen. Die Zellen
werden pelletiert, in 10ml eiskalter 1M Sorbitol-Ldsung resuspendiert, ein weiteres mal
zentrifugiert und schlielich in 1ml eiskalter 1M Sorbitol-Lésung aufgenommen. 80ul der
Zellsuspension wird sofort mit 10ug linearisierter DNA in vorgekihlte 0,2cm
Elektroporationskiivetten (Eppendorf) gegeben und 5min auf Eis inkubiert. Mit den
Einstellungen 1500V / 25uF / 200Q am BioRad GenePulser wird ein Puls auf die Zellen
gegeben, wobei T zwischen 6 und 8msec. betragen sollte. Nach dem Puls wird sofort 1ml 1M
Sorbitol-Ldsung (eiskalt) zugegeben und die Zellsuspension fir 30min bei 30°C ohne
Schitteln inkubiert, ehe nach einem weiteren Inkubationsschritt von 2h bei 30°C unter
Schitteln unterschiedliche Mengen (50, 100, 200ul) der Transformanden auf Selektions-
platten ausplattiert und fur 3-4 Tage bei 30°C inkubiert werden, bis sich Kolonien geformt
haben, die auf Expression des gewiinschten Proteins tiberprift werden kénnen.

3.2.4. Proteinexpression der rekombinanten Pichia Pastoris Stimme

Um zu berprifen, ob Klone das gewiinschte Protein exprimieren, werden im analytischen
Malstab 5ml BMMY-Kulturen der zu tberprifenden Klone in 50ml Kolben angeimpft und
bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Die Kultur wird (iber Nacht bis zu einer ODgy vONn etwa
2-6 geschittelt (Zellen im logarithmischen Wachstum), anschlieBend auf eine ODggo von 1 in
BMMY verdunnt und mit 0,5% Methanol induziert. Nach 6-8h Induktion wird der Klon auf
Proteinexpression untersucht.

BMMY-Medium 1% (w:v) Yeast-Extrakt
2% (w:v) Bacto-Peptone
1,34% Yeast Nitrogen Base
- ad 900ml mit MilliQ — autoklavieren
100ml 1M Kaliumphosphat, pH 6,0
2ml Biotin (20mg/100ml — sterilfiltriert)

Um groRere Mengen des Proteins aus den positiven Klonen zu praparieren, werden im
praparativen MaRstab 5ml BMMY-Vorkulturen der Klone in 50ml Kolben angeimpft und
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tiber Nacht bei 30°C unter Schitteln bis zu einer ODggo Von etwa 2-6 inkubiert (Zellen im
logarithmischen Wachstum). Mit dieser Vorkultur wird anschlieend die Hauptkultur von
100ml in 500ml Kolben mit Schikanen (zur optimalen Durchmischung der Kultur mit
Sauerstoff) angeimpft (ODego von 1) und mit 0,5% Methanol induziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wird eine Probe genommen und auf Proteinexpression untersucht. Zur Induktion
wird alle 24h frisches Methanol (0,5%) zugegeben.

3.2.5. Aufschluss von Hefen mittels Glas bzw. Zirkonium Chlorid-Kiigelchen

Zum Aufschluss der Hefezellen werden diese zunéchst pelletiert. Das Zellpellet wird in 50-
200pu! Aufschlusspuffer (0,AM NaPO, / 0,1M MgCl,) aufgenommen, wobei eine sehr
konzentrierte Zellsuspension entsteht. Nach Zugabe von 5-10ul des Protease Inhibitor
Cocktails wird 3 - !, Volumen Glas-Kiigelchen (Durchmesser 200um) zu der Zell-
suspension gegeben. Der Ansatz wird nun 30min im Kihlraum bei 4°C auf einem Schiittler
mit Aufsatz gevortext. Nach anschliefender Zentrifugation lasst sich die Proteinldsung mit
der Pipette abziehen und analysieren.

Um die Aufschlusseffizienz zu steigern, kdnnen anstelle der Glas-Kuigelchen auch Zirkonium
Chlorid-Kigelchen (www.muehlmeier.de) verwendet werden. Diese weisen eine sehr hohe
Dichte auf und besitzen daher beim Aufschluss eine hdhere kinetische Energie als Glas-
Kigelchen.

3.3. Zellbiologische Methoden - eukaryontische Zelllinien

3.3.1. Vewendete Zdllinien
NCI H440 Zellen ATCC Nr. HTB-177 | Cancer Res. 46:798-806 (1986)

NCI H460 Zellen sind humane Lungenkarzinomzellen und wurden aus der Pleuralflissigkeit
eines Mannes mit non-small cell Lungenkrebs vor Behandlung gewonnen. Die epitheliale
Tumorzelllinie wachst adhérent, besitzt Wildtyp p53 mit &hnlicher Expressionsrate im
Vergleich zu Normalgewebe und weist kaum genomische Abnormalititen auf.

NCI H460 90% RPMI 1640
10% (viv) FCSi
1% (v:v) 200mM L-Glutamin
100ug/ml  Penicillin
100ug/ml  Streptomycin

A-549 Zellen ATCC Nr. CCL-185/J. Natl. Cancer Inst. 51:1417-1423 (1973)

A-549 Zellen sind humane Lungenkarzinomzellen, die aus non-small cell Lungenkrebs-
gewebe eines kaukasischen Mannes gewonnen wurden. Die epitheliale Tumorzelllinie wéchst
adhdrent und besitzt einen hypertriploiden Chromosomensatz.

A-549 90% Nut-Mix-F12
10% (viv) FCSi
1% (v:v) 200 mM L-Glutamin
100ug/ml  Penicillin
100ug/ml  Streptomycin
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SK-OV-3 Zellen  ATCC Nr. HTB-77 | J. Natl. Cancer Inst. 58: 209-214 (1977)

SK-OV-3 Zellen sind humane Ovaradenokarzinomzellen. Die Zelllinie wéchst adharent und
weist Resistenz gegeniliber Tumor Necrosis Factor o sowie einige Zytostatika auf.

SK-OV-3 90% Mc Coy's 5A Medium
10% (v:v) FCSi
1% (v:v) 200 mM L-Glutamin
100pg/ml  Penicillin
100ug/ml  Streptomycin

MCF-10A Zellen ATCC Nr. CRL-10317 | Cancer Res. 50: 6087-6094 (1990)

MCF-10A Zellen wurden aus fibrozystischem Gewebe der Brustdriise isoliert. Die nicht
tumorigene, epitheliale Zelllinie wéchst adhéarent.

MCF-10A 95% Ham's F12 + DMEM (1:1)
5% (v:v) Hs;
1% (v:v) 200 mM L-Glutamin
100pg/ml  Penicillin
100ug/ml  Streptomycin
20ng/ml EGF
0.01mg/ml Insulin
500ng/ml  Hydrocortison

3.3.2. Auftauen und Einfrieren von Zellen

Das Auftauen von Saugerzellen aus der Kryokonservierung erfolgt durch schnelle Erwarmung
des Kryordhrchens im 37°C-Wasserbad. Sobald die Zellen aufgetaut sind, werden sie sofort in
ein 15ml Falconréhrchen mit Kulturmedium dberfihrt und bei 2000rpm und 4°C fur 5
Minuten zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wird das Einfriermedium abgesaugt, um das toxische DMSO zu
entfernen. Das Zellpellet wird in 5ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine T25
Zellkulturflasche wberfiihrt. Die Zellen werden fur 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert und am né&chsten Tag je nach Zustand verdinnt bzw. ein Mediumwechsel
durchgefuhrt.

Zum Einfrieren werden Zellen aus einer subkonfluenten T75-Zellkulturflasche abgel6st, in
frischem Kulturmedium aufgenommen und in ein 50ml Falconréhrchen tberfihrt. Nach einer
Zentrifugation von 5min. bei 2000rpm (Heraeus, Megafuge 1.0R) wird das Medium entfernt
und die Zellen in 3ml Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium besteht aus 95%
Serum (je nach Zelllinie FCS; oder NCS;) und 5% DMSO. Je 1ml Zellsuspension wird in
Einfrierréhrchen (Nunc) verteilt. Die Rohrchen werden in einen Styroporbehélter gestellt und
zwei bis drei Tage bei —-80°C gelagert. Das Styroporgestell sorgt dafir, dass die Abkihlung
allmahlich geschieht. Nach dem Durchfrieren werden die Zellen in der Gasphase von
fltissigem Stickstoff gelagert.

3.3.3. Subkultivierung von adharenten Zellen

Alle Zelllinien werden in Plastikflaschen bei 37°C und 5% CO,-Gehalt im Brutschrank
kultiviert. Zweimal wdchentlich erfolgt eine Verdiunnung der Zellen. Die entsprechende
Verdlnnung ist abhangig von der jeweiligen Zelllinie und betrégt zwischen 1:3 und 1:10.
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Das Medium wird dazu abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, anschlieRend werden
die Zellen mit Trypsin Versene Ldsung bedeckt. Die Gewebekulturflasche wird fir etwa 3
Minuten in horizontaler Lage belassen und anschlieBend durch kréftiges Abklopfen das
Ablosen der Zellen beschleunigt. Die abgelosten Zellen werden in frischem Kulturmedium
aufgenommen und in ein 15ml Falconréhrchen Gberfihrt. Das Serum in dem Kulturmedium
enthdlt Inhibitoren, welche die Aktivitdt des Trypsins hemmen und dadurch die Reaktion
abstoppen. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 2000rpm und 4°C wird die Ldsung
abgesaugt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. In der jeweils erforderlichen
Verdiunnung werden die Zellen in neue Gewebekulturflaschen ausgesetzt.

PBS (phosphate buffered saline) 137mM NaCl

Seromed Kat. # L1825 2,/mM KCL
4,3mM NayHPO,
1,4mM  KH3PO,4

PH 7,4
Trypsin Versene (EDTA) Mix 0,59/l  Trypsin
Biowhittaker Kat. #17-161 E 0,29/l EDTA

3.3.4. Zédllzahlbestimmung

Ausgehend von frisch abgeldsten Zellen, die in frischem Medium resuspendiert wurden, wird
eine Zellzahlbestimmung vorgenommen. Dazu wird eine Zellkammer nach Neubauer
verwendet. Das Deckplattchen wird so aufgelegt, dass Newtonsche Ringe zu sehen sind. 20ul
der Zellsuspension werden durch die Zugabe von 180ul Trypanblau-Lésung 1:10 verdinnt
und anschlieBend gut durchmischt. 15ul der Verdiinnung werden mit einer Eppendorf-Pipette
in eine der zwei Zahlkammern gegeben, wobei sich der Flussigkeitsfilm unter das
Deckpléattchen zieht. Unter dem Mikroskop lassen sich nun tote (blau gefarbt) von lebenden
(hell leuchtend) Zellen unterscheiden. Ausgezéhlt werden nun die an den vier Ecken der
Z&hlkammer liegenden GroRquadrate, die jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen. Gezéhlt
werden die hellen, lebenden Zellen, die deutlich innerhalb der Grenzen des GrolRquadrates
liegen sowie alle Zellen, die an zwei der vier Aullenseiten anliegen. Das GrolRquadrat hat eine
Flache von 1mm? Die Schichtdicke betragt bei richtiger Auflage des Deckpléattchens 0,1mm.
Um die Zellzahl in einem Volumen von 1mm?® zu erhalten, muss der Mittelwert der 4
GroRquadrate mit dem Faktor 10 multipliziert werden. Zusétzlich muss nun noch der
Verdunnungsfaktor mit eingerechnet werden, wodurch sich dann die Zellzahl pro ul ergibt.

3.3.5. Bestimmung von Antibiotikumkonzentrationen fur die Selektion stabil
transfizierter Zellen

Um nach einer Transfektion Klone zu selektieren, die das transfektierte Plasmid mit
Antibiotika-Resistenzgen stabil in ihr Genom integriert haben, missen die transfektierten
Zellen Gber mehrere Wochen mit dem entsprechenden Antibiotikum behandelt werden. Die
zur Selektion geeignete Konzentration des Antibiotikums muss vor Beginn der Transfektion
fur die jeweilige Zelllinie gesondert bestimmt werden. Dazu werden Zellen der zu priifenden
Zelllinie in mehrere T25 Kulturflaschen ausgesat und nach Erreichen von 60-80% Konfluenz
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Hygromycin B bzw. Blasticidin S in 5ml
Kulturmedium behandelt. W&hrend der Dauer der Selektion wird das Kulturmedium alle zwei
bis drei Tage gewechselt. Nach zweiwdchiger Selektion wird die Konzentration, bei der
gerade alle Zellen abgetdtet worden sind, bestimmt. Diese Konzentration wird flr die
Selektion der transfizierten Zellen eingesetzt.
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Hygromycin B ist ein Aminoglycosid-Antibiotikum, das von Streptomyces hygroscopicus
hergestellt wird. Es totet Bakterien, Pilze und hdhere eukaryontische Zellen durch die
Blockade der Proteinbiosynthese, indem es bei der Translokation der RNA am Ribosom
interferiert. Resistenz gegentiber Hygromycin B wird durch das hph-Genprodukt, einer
Phosphotransferase, hervorgerufen. Als Arbeitskonzentration fiir MCF10A- und SK-OV-3-
Zellen wurden 10pg/ml bzw. 50pg/ml bestimmt.

Blasticidin S ist ein Peptidylnukleosid-Antibiotikum, das aus Streptomyces griseo-
chromogenes isoliert wurde und spezifisch die Proteinbiosynthese in Prokaryonten und
Eukaryonten unterbindet, indem die Peptidfreisetzung aus der ribosomalen Maschinerie
inhibiert wird. Resistenz gegen Blasticidin wird durch die Desaminase BSD vermittelt. Als
Arbeitskonzentration fir NCI H460- und A549-Zellen wurden 15pg/ml bzw. 70ug/ml
ermittelt.

3.3.6. Stabile Transfektion von Saugerzellen mittels Fugene 6~

Mit dem Transfektionsreagenz Fugene 6 kdnnen viele verschiedene Zelllinien in Anwesenheit
von Serum duBerst effizient transfiziert werden. Das Reagenz ist dabei nicht zelltoxisch.

Die zu transfizierenden Zellen werden am Vortag in 6-Loch Platten so ausgesét, dass sie ca.
60 bis 70% konfluent sind (etwa 5 x 10° Zellen pro Loch). Am Tage der Transfektion werden
94ul frisches Medium (ohne Zusatze) in einem sterilen Eppendorf Gefa vorgelegt.
AnschlieBend werden 6ul Fugene 6 zugegeben und das Gemisch 5min bei RT inkubiert. In
einem weiteren Eppendorf Gefal? werden 2ug der zu transfizierenden DNA aliquotiert. Das
Fugene 6-Medium Gemisch wird nun langsam zu der DNA getropft und nach einer
grindlichen Durchmischung wird der Ansatz fir 15min bei RT inkubiert. Danach wird der
Transfektionsansatz langsam auf die Zellen getrdufelt und die Zellen 24h bis 36h unter
Kulturbedingungen inkubiert.

AnschlieBend werden die Zellen durch Trypsinieren abgelost und in verschiedenen
Verdlnnungen (von 1:5 bis 1:50) in Selektionsmedium ausgesat. Die Selektion ist dann
beendet, wenn in der Kontrolle (Transfektion ohne DNA) keine (iberlebenden Zellen mehr
vorhanden sind.

3.3.7. Analyse der Proliferation durch Zellzahlbestimmung

CA-PKB/Akt-exprimierende und Kontroll-transfizierte Zellen werden in 6-Loch Platten mit
einer Zellzahl von 5 x 10* Zellen pro Loch in Kulturmedium mit 10% Serum fir 4-11 Tage
kultiviert. Die Zellen werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem Coulter Counter
(Beckmann-Coulter) gezahlt. Dazu werden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 0,5ml
Trypsin Versene Uberschichtet. Nach einer Inkubation von ca. 3min werden die Zellen durch
Anschlagen der Zellkulturplatten abgel6st und die Reaktion durch Zugabe von 1,5ml Medium
abgestoppt. AnschlieBend werden die Zellen resuspendiert und zu 18ml Isoton in ein
Messrohrchen gegeben. Unmittelbar vor der Messung wird die Zellsuspension durch
Uberkopfdrehen noch einmal durchmischt.

3.3.8. XTT-Test auf Dehydrogenase-Aktivitat

Eine elegante Methode, die Lebendzellzahl eines Versuchsansatzes zu ermitteln, ist die
Messung der Dehydrogenase-Aktivitdit. Bei der Metabolisierung von Idslichen
Tetrazoliumsalzen werden diese zu einem Igslichen Formazan-Produkt reduziert. Da das
Reaktionsprodukt im Gegensatz zum Edukt ein Absorptionsmaximum bei 490nm zeigt, lasst
sich die Umwandlung am Photometer messen.
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Am Versuchstag 1 werden die zu untersuchenden Zellen in Kulturmedium mit 10% Serum
oder in Hungermedium mit 0,5% Serum aufgenommen und die Zellzahl auf 5 x 10* Zellen/m
eingestellt. Jeweils 100ul der Zellsuspensionen werden mit der Multipette in 96-Loch-Platten
(Falcon) eingesat und anschlieBend tber Nacht im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Testsubstanzen werden als Stammldsungen (10mg/ml) in
DMSO angesetzt. Am Versuchstag 2 werden Verdinnungsreihen der zu testenden Substanzen
im gleichem Medium wie am Vortag erstellt. Pro Loch werden 50ul der jeweiligen
Verdunnungsstufe zugegeben, weswegen die Verdunnungsreihe 3-fach konzentriert
gegentber der gewunschten Endkonzentration angesetzt werden muss. Eine Dosiswirkungs-
kurve wird fur jede Substanz durch 4-fach Bestimmung jeder Konzentrationsstufe erstellt. Die
Zellplatten werden nun fur 72h im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert.

Am Versuchstag 5 werden XTT- und PMS-L6sung lichtgeschitzt aufgetaut. PMS wird
unmittelbar vor Gebrauch 1:50 in XTT-Ldsung verdiunnt. Bei der Auswertung der
Mikrotiterplatten werden 75ul der XTT-PMS-L6sung pro Loch zugegeben und die Platte 3h
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend werden die 96-Loch-Platten
im Luminometer Victor~ 1420 Multilabel Counter gemessen. Die Extinktion bei 490nm wird
ermittelt, da dort das l6sliche Formazan Produkt die hochste Absorption besitzt.

Die Absorptionen sollten in einem Bereich von 0,5 bis 2,0 liegen, damit die Genauigkeit der
Messung gewahrleistet ist. Der Absorptionsbereich kann durch die eingesetzte Zellzahl
variiert werden.

XTT-Losung 500mg XTT-Pulver (Sigma Kat. #X-4626)
500ml RPMI 1640 ohne Phenolrot (Life Technologies Kat.
#32404-014

XTT Festsubstanz wird in vorgewdrmtem RPMI
gelost, aliguotiert und bei —20°C gelagert

PMS-Lésung 0,383mg Phenazine Methosulfat (Sigma Kat. #P-5812)
1ml PBS ohne Ca und Mg (Seromed Kat. # L1825)
Die PMS Festsubstanz wird in der entsprechenden
Menge PBS gel6st, aliquotiert und bei -20°C
gelagert

3.3.9. Analyse des Aktivierungsstatus von Akt/PKB in Tumorzellen

Akt wird durch den Pls-Kinase Signaltransduktionsweg zur Zellmembran rekrutiert und dort
durch Phosphorylierung von Thr*® und Ser*® aktiviert. Dieser Aktivierungsschritt lasst sich
im Immunoblot durch phosphospezifische Antikdrper nachweisen.

Da die Zellen am Tag des Assays ca. 70-80% konfluent sein sollten, werden am Vortag
4 x 10° der zu untersuchenden Zellen in Hungermedium mit 0,5% Serum in einem Volumen
von 2ml in einer 6-Loch-Platte ausgesetzt. Nach der Aussaat sollen die Zellen mindestens fiir
16h in Hungermedium gehalten werden, um Akt/PKB in den nicht-aktivierten Zustand zu
bringen. Pro Zelllinie werden drei verschiedene Zustdnde betrachtet, zum einen eine
serumgehungerte, unstimulierte Kontrolle, zum anderen zwei Ansatze, die durch Zugabe von
200p1 10% FCS; bzw. 200ul 10% FCS; und 6ul eines Wachstumsfaktor-Cocktails stimuliert
werden. Nach Zugabe der Stimulatoren werden die Zellen fir 10min bei 37°C inkubiert,
anschliefend das Medium abgesaugt und die Zellen in 250ul Ripa-Puffer lysiert. Lyse und
Ablosen der Zellfragmente werden im Mikroskop kontrolliert, die Lysate in Eppendorfgefalie
Uberfihrt, 10 Sekunden mit Spitzenultraschall (50% Intensitdt, 50% Cycle) behandelt und im
Immunaoblot analysiert.
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Ripa-Puffer 120mM NaCl
50mM TrispH 8.0
1% Triton X-100
0.1% SDS
2mM NavO,
50mM NaF
ImM PM SF
Wachstumsfaktor- PDGF finale Konzentration jeweils 10 ng/ml
Cocktail EGE - Stocklésungen von 10 pg/ml herstellen
pro Probe werden je 2 pl der drei Wachstumsfaktoren in
IGF-1 einem Eppendorfgefal zusammenpipettiert

3.4. Proteinbiochemische Methoden

3.4.1. Periplasma-Praparation von LB-Kulturen

Mit Hilfe dieses Zellaufschlussverfahrens nach Koshland und Botstein (1980) ist es moglich,
vorwiegend Proteine des periplasmatischen Raumes zu isolieren. Der E. coli-Expressions-
vektor pFLAG besitzt eine OmpA-leader-Sequenz, die die Proteine in den periplasmatischen
Raum delegiert. Beim Durchtritt durch die periplasmatische Membran wird die OmpA-leader-
Sequenz abgespalten.

Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird 16h mit IPTG (final 0,5mM)
induziert und Gber Nacht unter Schitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wird zentrifugiert,
das Zellpellet mit PBS gewaschen und in Saccharose-L6ésung (20%w/v) aufgenommen, um
die Zellen durch Wasserentzug zu schrumpfen. Nach 30 mindtiger Inkubation auf Eis werden
die Zellen erneut pelletiert und anschlieBend durch die Zugabe von kaltem 10ml ag. dest
einem osmotischen Schock unterworfen. Nach erneuter 15 minatiger Inkubation auf Eis
werden die Zellen wiederum pelletiert, der Uberstand abgenommen, das Volumen der
Proteinlésung mit einer CentriplustJ-Saule (Amicon) auf 500ul aufkonzentriert und
anschliel’end analysiert.

3.4.2. Nicke-Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen
aus E. coli

Die Reinigung His-Schwanz-markierter rekombinanter Proteine Uber Nickel-Affinitats-
chromatographie unter denaturierenden Bedingungen eignet sich besonders flr Proteine, die
in E. coli als Expressionssystem hergestellt werden. Heterolog (berexprimierte Proteine
zeigen eine starke Tendenz zur Aggregatbildung in E. coli und fallen in Form sogenannter
»Inclusionbodies® aus. Fur eine effiziente Reinigung Uber Nickel-Affinitatschromatographie
sollte das Histidin-Cluster offen zugénglich und nicht durch andere Proteindoméanen verdeckt
sein. Die Denaturierung dient daher sowohl der Exposition des Histidin-Clusters als auch der
Rickgewinnung der biologischen Aktivitdt. In der Regel erlaubt die Reinigung unter
denaturierenden Bedingungen eine hohere Effizienz und grélRere Reinheit als unter nativen
Bedingungen.

Puffer A: 8M Harnstoff
250mM NaCl
50mM Tris, pH ad 9.0
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Puffer B: 8M Harnstoff
250mM NaCl
M Imidazol

50mM TrispH 9.0

Sonstiges: 2% NiSO, in H,O
50mM EDTA pH 8.0
Chelating Sepharose (Pharmacia Biotech Cat. No 17-0575-01)

Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird 16h mit IPTG (final 0,5uM)
induziert und Uber Nacht unter Schiitteln inkubiert. Das abzentrifugierte E. coli Zellpellet
wird in mindestens 10x v/w Puffer A resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgt mittels
Spitzenultraschall (15x 30s, Intensitidt 70%), wobei die Suspension zwischen den einzelnen
Zyklen mindestens 1min auf Eis abgekihlt wird. Nach dem Zellaufschluss wird die
Suspension 30min bei Raumtemperatur leicht gerollert und anschlieBend im SS34 Rotor bei
12000rpm fiir 30min abzentrifugiert. Der Uberstand wird durch einen Faltenfilter abgegossen
und kann nun aufgereinigt werden.

Zur Vorbereitung der Chromatographieséule wird diese mit ca. 3-4ml Chelating Sepharose
beladen und mit 15ml aqg. dest. gespuilt. AnschlieBend werden 15ml 2% NiSO4-Losung auf die
Séule gegeben, bis die Matrix einheitlich griin ist. Nach erneutem Spiilen mit 15ml aqg. dest.
wird die Matrix mit 15ml Puffer A &quilibriert, wobei sich die Matrix leicht blaulich verfarbt.
Nun kann die S&ule mit dem bakteriellen Extrakt bei niedriger Flussrate beladen werden.
Nach dem Beladen wird die Saule mit Puffer A gewaschen, bis die UV-Adsorptions-
Grundlinie wieder erreicht ist. Nun wird die S&ule mit Puffer A / 2% Puffer B (entspricht
20mM Imidazol) gewaschen, um unspezifisch gebundenes Protein zu eluieren. Dies wird
durch einen Peak bei der UV-Messung sichtbar. Die UV-Grundlinie wird nicht mehr erreicht,
da Imidazol Uber eine Eigenadsorption bei 280nm verfigt. Die Elution erfolgt mit Puffer A /
20% Puffer B (entspricht 200mM Imidazol). Die Pumpe wird angehalten und die Saule fir
30min mit Elutionspuffer inkubiert, sobald ein Anstieg der UV-Absorptionslinie zu
beobachten ist. Nach dieser Zeit wird der Volumenfluss wieder angeschaltet und das Protein
in mehreren Fraktionen aufgefangen. Die Proben kdnnen nun im Immunoblot analysiert und
das Protein der Renaturierung unterworfen werden.

3.4.3. Renaturierung gereinigter rekombinanter Proteine aus E. coli

Die Renaturierung rekombinanter Proteine, die unter denaturierenden Bedingungen Uber
Nickel-Affinitdtschromatographie gereinigt wurden, ist Voraussetzung fir die Wieder-
gewinnung der biologischen Aktivitat. Zwei getrennte Parameter miissen bei der Rickfaltung
beruicksichtigt werden: Wiederherstellung von Disulfidbriicken und Ruckfaltung der
Proteindoménen. Dieses Protokoll bezieht sich ausschlieBlich auf die Zurlckfaltung der
Proteindoménen. Bei der Entfernung des denaturierenden Agens (Harnstoff) durch Dialyse
tendieren rekombinante Proteine wahrend eines kritischen Ubergangszustandes zur
Aggregatbildung. Das wird durch eine starke Tribung der Loésung im Dialyseschlauch
sichtbar. Das angegebene Protokoll verhindert bei den meisten Proteinen die Aggregatbildung
wihrend des Ubergangszustandes und erhoht somit dramatisch die Ausbeute an renaturiertem
I6slichen Protein.

Renaturierungspuffer: PBS/1M L-Arginin Hydrochlorid:
210,7 g L-Arginin Hydrochlorid in 900 ml PBS l6sen, pH Wert
auf 7.4 einstellen, anschliefend auf 1000 ml mit PBS aufftillen.

Dialyseschlauch: vor Benutzung in 10 mM NaHCOj3; aufkochen
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Das rekombinante Protein liegt in denaturierendem Puffer mit 8M Harnstoff vor und wird nun
durch Zugabe von Renaturierungspuffer auf 400mM L-Arginin eingestellt und anschliellend
in einen Dialyseschlauch gefiillt. Der Renaturierungspuffer wird mit PBS auf eine
Endkonzentration von 400mM L-Arginin verdiinnt. Die Dialyse erfolgt in etwa 100-fachem
Volumen der zu renaturierenden Proteinldsung (z.B. bei 10ml zu renaturierendem Protein
wird 11 bendtigt). Die Proteinlosung wird tber Nacht auf einem Magnetrihrer riihrend bei 4-
10°C im Renaturierungspuffer dialysiert. Hierbei ist darauf zu achten, dass sich der
Dialyseschlauch nicht in der Losung mitdreht. AnschlieBend kann L-Arginin durch
schrittweise Verdiinnung gegen PBS herausdialysiert werden (200mM, 100 mM, 50 mM L-
Arginin usw.). In manchen Fallen sind Mengen um 100mM L-Arginin nétig, um das Protein
weiterhin in Losung zu halten.

3.4.4. Native Reinigung von Histidin-Fusionsproteinen aus E. coli

Da die Reinigung unter nativen Bedingungen stattfindet, sollten samtliche Schritte bei 4°C
oder auf Eis durchgefuhrt werden. Generell ist die Bindung von Histidin-Clustern an Nickel-
lonen bei hohen NaCl-Konzentrationen und hohen pH-Werten am starksten. Umgekehrt wird
eine effektive Elution mit wenig NaCl und niedrigeren pH-Werten erreicht.

Puffer A: 300mM  NaCl
50mM Tris, pH ad 9.0
0,5% Lysozym (1mg/ml TGE-Puffer)
1mM PMSF
100 uM  NaVOq,

Puffer B: 300mM NacCl
1M Imidazol
50mM Tris pH 9.0
1ImM PMSF
100 uM  NaVvOq,

Sonstiges: 2% NiSO4 in H,0O
50mM EDTA pH 8.0
Chelating Sepharose (Pharmacia Biotech Cat. No 17-0575-01)

Eine 500ml Kultur des zu untersuchenden Bakterienklons wird nach Inkubation tber Nacht
fir 5h mit IPTG (final 0,1uM) induziert. Das abzentrifugierte E. coli Zellpellet wird in 200ml
Puffer A resuspendiert und 30min bei 4°C inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgt in 30ml
Fraktionen mittels Spitzenultraschall (9x 20s, Intensitat 60%), wobei die Suspension dabei die
ganze Zeit auf Eis zu halten ist und zwischen den einzelnen Zyklen mindestens 5min auf Eis
abgekuhlt wird. Nach dem Zellaufschluss wird die Suspension 30min bei Raumtemperatur
leicht gerollert und anschlieBend im SS34 Rotor bei 12000rpm fur 30min abzentrifugiert. Der
Uberstand wird durch einen Faltenfilter abgegossen und kann nun aufgereinigt werden.

Zur Vorbereitung der Chromatographiesaule wird diese mit ca. 3-4ml Chelating Sepharose
beladen und mit 15ml aqg. dest. gespuilt. AnschlieBend werden 15ml 2% NiSO4-L6sung auf die
Séule gegeben, bis die Matrix einheitlich griin ist. Nach erneutem Spiilen mit 15ml aqg. dest.
wird die Matrix mit 15ml Puffer A &quilibriert, wobei sich die Matrix leicht blaulich verfarbt.
Nun kann die S&ule mit dem bakteriellen Extrakt bei niedriger Flussrate beladen werden.
Nach dem Beladen wird die Sdule mit Puffer A gewaschen, bis die UV-Absorptions-
Grundlinie wieder erreicht ist. Nun wird die Sdaule mit Puffer A / 1% Puffer B (entspricht
10mM Imidazol) gewaschen, um unspezifisch gebundenes Protein zu eluieren. Dies wird
durch einen Peak bei der UV-Messung sichtbar. Die UV-Grundlinie wird nicht mehr erreicht,
da Imidazol ber eine Eigenabsorption bei 280nm verfigt. Die Elution erfolgt mit Puffer A /
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20% Puffer B (entspricht 200mM Imidazol). Die Pumpe wird angehalten und die Séule fiir
30min mit Elutionspuffer inkubiert, sobald ein Anstieg der UV-Absorptionslinie zu
beobachten ist. Nach dieser Zeit wird der Volumenfluss wieder angeschaltet und das Protein
in mehreren Fraktionen aufgefangen. Dieser Vorgang sollte mehrere Male unterbrochen und
um weitere Inkubationsschritte erweitert werden, um die Ausbeute zu erhéhen. Die Proben
kénnen nun im Immunoblot und Aktivitatstest analysiert werden.

3.4.5. Konzentrationsbestimmung von Protein-Ldsungen (Bicinchoninic Acid)

Diese Protein-Bestimmungsmethode wird bei Zelllyse mit Ripa-Puffer angewendet. Hohere
Konzentrationen (>5%) von Detergentien (Triton-X100, NP-40, Tween 20) und
Losungsmittel (>1% DMSO, Ethanol, Methanol) sollten bei dieser Methode vermieden
werden, da sie das Ergebnis verfélschen.

Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung von Protein-Ldsungen basiert darauf, dass
Proteine in der Lage sind Kupfer(ll)sulfatpentahydrat zu reduzieren. Das entstehende
Kupfer(l)sulfat bildet einen Komplex mit Bicinchoninic Acid, dessen Absorptionsmaximum
bei 562nm liegt. Die Absorption bei 562nm ist direkt proportional zu der vorhandenen
Proteinkonzentration. Fir die Reaktionsldsung mischt man 50 Teile Bicinchoninic Acid mit
einem Teil Kupfer(ll)sulfatpentahydrat (4%ige LoOsung). Flr jede zu bestimmende Probe
werden 500ul der Reaktionslosung mit 5ul der Proteinprobe gemischt. Als Leerprobe dienen
5ul des Puffers, in welchem die Proteine geldst vorliegen. Die Ansétze werden fir 20min bei
37°C inkubiert wahrenddessen ein Farbumschlag der proteinhaltigen Proben von Griin nach
Violett zu beobachten ist. Je zweimal 200ul einer Probe werden in eine klare 96-Loch Platte
Uberfihrt und in einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 562nm photometrisch gemessen.

Berechnung des Proteingehaltes tber den Absorptionswert:
(Absorptionprope -

AbSOrption eenwer) =+ Volumenpne = Proteinkonzentration
0,0124 pg/ul

0,0124: Konstante; Volumenprope: Sul

3.4.6. Konzentrationsbestimmung von Protein-Lésungen (BioRad)

Diese Protein-Bestimmungsmethode wird bei Zelllyse mit NP-40-Puffer angewendet und
eignet sich nicht fur Zelllyse mit Ripa-Puffer, da die Methode bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen weder Triton X-100, Deoxycholat noch SDS toleriert.

Das Prinzip des Proteinnachweises des BioRad Protein-Assays beruht auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau G250 an Proteine. In saurer Losung wird durch diese
Bindung das Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm verschoben. Diese Absorptions-
verschiebung nutzt man fur die Protein-Quantifizierung. BSA (Rinder Serum Albumin) in
bekannten Konzentrationen wird zur Erstellung einer Eichkurve verwendet (Protein-
Standard). Bei jeder Proteinbestimmung muss die Eichkurve neu erstellt werden.
Konzentrierte Proteinldsungen sollten zu Beginn 1:100 — 1:1000 verdiinnt werden, sodass das
Mikro-Assay, das zur Bestimmung von 1-20ug Protein bei einer Konzentration von <25ug/ml
geeignet ist, verwendet werden kann. Hierbei wird der Proteinstandard zur Erstellung einer
Eichkurve in verschiedenen Konzentrationen zwischen 1 und 25ug/ml verdunnt und die
Eichkurve erstellt.

Entsprechend geht man fiir die Proben vor, deren Proteinkonzentration bestimmt werden soll.
In eine Kunststoffkiivette werden 800l Probenpuffer mit der zu bestimmenden Proteinlésung

60



3. Methoden

vorgelegt, anschlieBend 200ul Farbstoffreagenz-Konzentrat zugegeben und schlief3lich durch
Uberkopfschitteln gut durchmischt. Nach einer Inkubationszeit von 5min. bis 1h wird die
Absorption bei einer Wellenldnge von 595nm am Photometer gegen einen Leerwert,
bestehend aus entsprechend in Probenpuffer verdinntem Farbstoffreagenz-Konzentrat,
bestimmt. Die Absorption bei 595nm wird graphisch gegen die Proteinkonzentration des
Standards aufgetragen, eine Regressionsanalyse der Werte durchgefihrt und die unbekannten
Proteinkonzentrationen anhand der gemessenen Absorptionsgsnm und der Eichkurve bestimmt.

3.4.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das denaturierende Polyacrylamidgel ermdglicht eine Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht, unabhéngig von ihrer Eigenladung. Die reduzierende Substanz [3-
Mercaptoethanol zerstort die Disulfidbricken und damit die Tertidr- und Quartérstruktur der
Proteine. Das anionische, zweifach-negativ geladene Detergens SDS bindet an hydrophobe
Bereiche, linearisiert sie und versieht sie mit einer negativen Nettoladung. Die Proteine
wandern nach Anlegen eines elektrischen Feldes umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichts zur Anode.

Die Proteinproben werden zunéchst auf die gewiinschte Proteinkonzentration eingestellt und
mit SDS-Probenpuffer versetzt, der SDS und (-Mercaptoethanol enthélt. Die Proteinproben
werden fur 5min auf 95°C erhitzt und anschlieBend bis zum Auftrag auf das Gel auf Eis
gehalten.

SDS-Probenpuffer (4x) 500mM Tris-HCI (pH 6,8)
10% SDS
40% Glycerin
0,4% Bromphenolblau
4% [3-Mercaptoethanol

Zum Aufbau der Gelkammer wird je eine grundlich geséuberte grofle Glasplatte mit
Abstandhaltern und eine kleine Glasplatte aufeinander gelegt und im Giel3stand durch eine
Spange fixiert. Die Trenngellésung wird bis 1,5cm unterhalb des oberen Glasplattenrandes
eingegossen und sofort mit Butanol (ber H,O Uberschichtet. Nach der Polymerisation des
Trenngels wird das Butanol entfernt, die Sammelgellésung eingefillt und der Kamm
luftblasenfrei eingesetzt. Ist das Sammelgel polymerisiert, wird der Kamm entfernt, die
Probentaschen mit Wasser durchgespilt und die Gelkassette in die Elektrophoreseapparatur
eingebaut. AnschlieBend werden die Pufferkammern mit Laufpuffer gefullt.

Acrylamid Losung (Roth)  30% (w/v)  Acrylamid
0,8% (w/v) N, N-Methylenbisacrylamid

Trenngelpuffer 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
Sammelgelpuffer 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
Trenngellosung fiir 20ml 7,9ml MilliQ H.O
eines 10% Gels 5,0ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
6,7ml Acrylamid
0,2ml 10% SDS
0,2ml 10% APS
20ul TEMED
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Trenngellosung fiir 20ml 5,6ml MilliQ HxO
eines 13,5% Gels 5,0ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
9,0ml Acrylamid
0,2ml 10% SDS
0,2ml 10% APS
20ul TEMED
Sammelgellosung fiir 20ml 11,9ml MilliQ HxO
eines 4% Gels 5,0ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
2,7ml Acrylamid
0,2ml 10% SDS
0,2ml 10% APS
20ul TEMED
SDS- 250mM Glycin
Gelelektrophoresepuffer 0,1% SDS

Die Elektrophorese wird mit einer konstanten Spannung von 130V durchgefiihrt, wobei die
Laufzeit ca. 60min betrégt.

Beim sich anschliefenden Proteintransfer mittels Elektroblot werden Proteine aus einem
Polyacrylamidgel auf eine Trdgermembran (z. B. PVDF) transferiert. Dies geschieht in einem
elektrischen Feld, worin die SDS-beladenen Proteine zur Anode wandern. Zundchst werden
PVDF Membran (Immobilon P”, MilliPore) und Blottingpapiere (GB004, Schleicher &
Schll) auf Gelgrole zurechtgeschnitten. AnschlieRend wird die PVDF Membran in Methanol
aktiviert und zwei Papiere in Transferpuffer eingeweicht. Der Aufbau des Blots in der
Blotkammer (Trans-blot” CD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) erfolgt nach folgendem
Schema:

Kathode

Blottingpapier mit Transferpuffer
Gel

PVDF-Membran

Blottingpapier mit Transferpuffer
Anode

Ein ordnungsgemaRer Transfer der Proteine erfolgt nur, wenn die einzelnen Schichten
luftblasenfrei aufgebracht werden. Bei einer Stromstarke von 2mA/cm? ist der Transfer nach
einer Stunde abgeschlossen.

Transferpuffer 25mM Tris-HCI (pH 10,4)
192mM Glycin
20% (v/iv) Methanol

3.4.8. Immunoblot

Vor der Inkubation der Membran mit dem ersten Antikdrper wird diese 30min mit 3% BSA in
TTBS abgesattigt, um eine unspezifische Antikérperbindung an die Membran zu minimieren.
Die Inkubation mit dem ersten Antikorper (1:500 bis 1:5000 Verdinnung in 3% BSA-TTBS
bzw. in 3% BSA und 3% fettfreien Milchpulver-TTBS fur Antikorper der Firma Santa Cruz)
erfolgt Gber Nacht, die Inkubation mit dem zweiten, enzymkonjugierten (HRPO) Antikorper
(1:5000 in 3% fettfreiem Milchpulver-TTBS) fiir eine Stunde. Zwischen den Inkubationen mit
den verschiedenen Antikdrpern und vor der Nachweisreaktion wird die Membran jeweils
dreimal fur mindestens 15min mit TTBS gewaschen, vor der Nachweisreaktion zusétzlich mit
TBS.
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Der Bindungsnachweis der Antikorper erfolgt mit dem Chemolumineszenssystem
Renaissance” (NEN) nach den Angaben des Herstellers.

TTBS 10mM Tris-HCI (pH 8,0)
150mM NaCl
0,1% Triton X-100

Um eine Membran nach einem Immunoblot nochmals mit einem anderen Antikdrper zu
untersuchen, wird die Membran in 40ml Stripping Buffer gelegt und anschlieBend fur 15min
bei 60-70°C im Warmeschrank inkubiert. Die Membran wird danach dreimal fir mindestens
15min mit TTBS gewaschen und wiederum fir 30min mit 3% BSA in TTBS abgesattigt.
Danach kann erneut der erste Antikérper zugegeben werden.

Stripping Buffer 62,5mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% SDS

870u1/100ml 3-Mercaptoethanol (immer frisch zugeben)

3.4.9. Coomassie Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine kdnnen ab einer Konzentration von
etwa 100ng pro Bande nach einer Inkubation in einer Coomassie-Brillantblau-Ldsung als
diskrete Bande sichtbar gemacht werden. Das gefarbte Gel wird in Fixierlésung unter
mehrfachem Wechseln solange entférbt, bis nur noch die Proteinbanden eine Blauférbung
zeigen.

Coomassie-Losung 40% Methanol

10% Eisessig

0,035% Coomassie-Brillantblau R-250
Fixierlosung 40% Methanol

10% Eisessig

50% MilliQ H,0O

3.4.10. Untersuchung der 3-Galactosidase-Aktivitat

Der Galacto-Light Plusll Kit (Tropix / Perkin Elmer) ermdglicht den luminometrischen
Nachweis von B-Galactosidase in Zelllysaten.

Dank eines mitgelieferten Hefe-Lysepuffers ist es mdglich, Hefekulturen in der 96-Loch-
Platte zu lysieren und anschlieBend direkt die B-Galactosidase-Aktivitat zu bestimmen. Es ist
somit auch maglich, verschiedene Hefestimme zu mischen, sie gemeinsam in einer Kavitat zu
lysieren und auf ihre B-Galactosidase-Komplementation zu untersuchen.

Hierzu werden Ubernachtkulturen der zu untersuchenden Hefestamme auf eine ODggo von 0,2
eingestellt. Fiur Komplementationsversuche mit verschiedenen Hefestdmmen wird eine
Mischung von jeweils ODgy = 0,1 der beiden Mutanten eingesetzt. Die Hefen werden
pelletiert (2min / 14000rpm / 4°C) und die Pellets in 50ul aq. dest. aufgenommen. Pro Ansatz
erfolgt die Zugabe von 50ul Reaktionsgemisch, das aus 39ul Hefe-Lysepuffer, 1ul Galacton-
Substrat sowie 10ul Accelerator besteht. Die 96-Loch-Platte wird 30-60min auf einem
Schittler bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend im Luminometer gemessen.

Es ist ebenfalls moglich, bereits aufgeschlossene Proteinsuspensionen, sei es aus Hefe- oder
Bakterienstdammen, auf ihre [-Galactosidase-Aktivitdt bzw. [-Galactosidase-Komplemen-
tation zu untersuchen. Die zu vermessenden Proteinldsungen werden auf ein Gesamtvolumen
von 50ul gebracht, mit 50ul Diluent Buffer sowie 0,5ul Substrat versetzt und fir 45min auf
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dem Schiittler vorinkubiert. Nach Zugabe von 50ul des Accelerator Il wird die Platte im
Luminometer gemessen.

3.4.11. Co-Immunprazipitation

Diese Methode dient zur Untersuchung der in vitro-Interaktion zweier Proteine. Die Proteine
werden jeweils einzeln und in verschiedenen Mischungen in 300ul eines physiologischen
Puffers aufgenommen, mit 2ug Antikorper, der spezifisch an eins der beiden Proteine bindet,
versetzt und 45min auf Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wird zu jedem Ansatz 40ul Protein
AJ/G-Sepharose, die vorher im entsprechenden Puffer &quilibriert wurde, gegeben und 4h bei
4°C Uber Kopf geschittelt. AnschlieRend wird die Protein A/G-Sepharose pelletiert, zweimal
mit 500ul TNET-Puffer und einmal mit 500ul TNE-Puffer (Rezepte siehe 3.4.13) gewaschen.
Wenn die Proteine eine starke in vitro-Interaktion aufweisen, sind in der nun folgenden
Immunoblot Analyse spezifische Banden beider Proteine zu detektieren.

3.4.12. Untersuchung der Kinaseaktivitat von PKB/Akt

Der Akt Kinase Assay Kit (Cell Technology) stellt eine nicht-radioaktive Methode zur
Bestimmung der PKB/Akt-Kinaseaktivitat dar. Da die Zellen am Tag des Assays ca. 70-80%
konfluent sein sollten, werden am Vortag 1 x 10° der zu untersuchenden Zellen in
Hungermedium mit 0,5% Serum in einem Volumen von 8ml in einer 10cm-Gewebe-
kulturschale ausgesetzt. Nach der Aussaat sollen die Zellen mindestens fir 16h in
Hungermedium gehalten werden, um Akt/PKB in den nicht-aktivierten Zustand zu bringen.
Pro Zelllinie werden zwei verschiedene Zustdnde betrachtet, zum einen eine
serumgehungerte, unstimulierte Kontrolle, zum anderen ein Ansatz, der durch Zugabe von
200pl 10% FCS; und 6ul eines Wachstumsfaktor-Cocktails fiir 10min bei 37°C stimuliert
wird. Zur Zellernte wird das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
danach durch die Zugabe von 300ul Zelllyse-Puffer (aus Kit) lysiert. Die Lysate werden in
EppendorfgefaBe uberfilhrt, die Zelltrimmer pelletiert und der Uberstand einer
Immunprazipitation unterworfen. Die Uberstande sind von nun an immer auf Eis zu halten.

Wachstumsfaktor- PDGF finale Konzentration jeweils 10 ng/ml

Cocktail EGF
- Stocklésungen von 10 pg/ml herstellen
IGF-1 - pro Probe werden je 2 pl der drei Wachstumsfaktoren
in einem Eppendorfgefal zusammenpipettiert

Zur Immunprazipitation werden zwei unterschiedliche Antikorper verwendet. Um Wildtyp
PKB/Akt aus dem Uberstand zu prazipitieren, wird anti-Akt-Agarose, um das konstitutiv-
aktive PKBJ/Akt-Konstrukt zu prézipitieren, anti-Flag-M2-Affinity-Gel verwendet. Diese
beiden Matrix-gekoppelten Antikérper werden zundchst in Zelllyse-Puffer daquilibriert.
AnschlieRend werden die Uberstande nach Zugabe von jeweils 20ul der entsprechenden
Antikorper fur 4h bei 4°C (ber Kopf geschittelt. Nach dieser Zeit werden die Matrix-
gekoppelten Antikorper pelletiert, zweimal mit jeweils 500ul Zelllyse-Puffer und einmal mit
500ul Kinase-Puffer (aus Kit) gewaschen. Die prazipitierten Proteine kénnen nun auf ihre
Kinaseaktivitat untersucht werden.

Abbildung 3-5 zeigt eine schematische Darstellung des PKB/Akt Kinaseaktivitatstests. Wenn
PKB/Akt an Thr® und Ser*” phosphoryliert und somit aktiv ist, kann es das rekombinante
PKB/Akt-Substrat GSK-3 an Ser’ bzw. Ser? phosphorylieren. Mit einem phospho-
spezifischen Antikorper gegen GSK-3 lasst sich diese Phosphorylierung im Immunoblot
nachweisen. Zur Durchfuhrung des Aktivitatstest wird das Pellet der prazipitierten Proteine in
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40ul Kinase-Puffer aufgenommen. Nun werden 200uM ATP und 1ug rekombinantes GSK-3-
Fusionsprotein zu jedem Ansatz gegeben und diese 30min bei 30°C inkubiert. Durch Zugabe
von 20ul 3x SDS Probenpuffer und anschlieBendem Aufkochen auf 95°C wird die Reaktion
abgebrochen. Die Proben kénnen nun im Immunoblot analysiert werden.

Thr308 Q‘QSeMB ggﬁgn Ser21/9
=—»
+ & S

Abb. 3-5 Schematische Darstellung des PKB/Akt Kinaseaktivitiitstests.

3.4.13. Immunprazipitation und Kinaseaktivitétstest der Focal Adhesion Kinase

Um zu kléren, ob Focal Adhesion Kinase (FAK) an der PKB/Akt-vermittelten Verhinderung
von Anoikis beteiligt ist, soll FAK aus MCF10A Wildtyp und CA-PKB/Akt-exprimierenden
Zellen immunoprézipitiert und anschlielend auf seine Kinaseaktivitdt untersucht werden.
MCF10A konnen in Bakterienschalen nicht adhé&rieren und unterlaufen somit Anoikis.
Jeweils 1x10° Zellen werden unter unterschiedlichen Kulturbedingungen wie folgt kultiviert:

1. 10cm Gewebekulturschale Hungermedium mit 0,5% Serum ohne weitere Zusétze
2. 10cm Gewebekulturschale  Kulturmedium mit 10% Serum und allen Zusétzen
3. Bakterienschale Hungermedium mit 0,5% Serum ohne weitere Zusatze
4. Bakterienschale Kulturmedium mit 10% Serum und allen Zusétzen

Nach 16h Inkubation werden die Zellen mit 500ul Lysis-Puffer lysiert, die Zelltriummer
pelletiert (10min / 14000rpm / 4°C), der Uberstand jeweils mit 2ug anti-FAK-Antikorper
versetzt und dieser dann 45min auf Eis inkubiert. Nach dieser Zeit wird zu jedem Ansatz 40ul
Protein A-Sepharose, die vorher in Lysis-Puffer aquilibriert wurde, gegeben und 4h bei 4°C
uber Kopf geschuttelt. AnschlieBend wird die Protein A-Sepharose pelletiert, zweimal mit
500u!l TNET-Puffer und einmal mit 500l TNE-Puffer gewaschen. Die prazipitierten Proteine
konnen nun auf ihre Kinaseaktivitat untersucht werden.

Lysis-Puffer 100mM NaCl
50mM Tris pH8
100uM NaVO,
1% NP40
20mM NaF
1mM PMSF

TNET-Puffer 140mM NaCl
50mM Tris, pH7,5
5mM EDTA
1% NP40

TNE-Puffer 140mM NaCl
50mM Tris, pH7,5
5mM EDTA

Mit allen Immunprézipitaten werden Poly-Glu-Tyr Kinaseassays in einer Flash-Plate
durchgefuhrt, an deren Oberflache Proteine sehr gut anhaften kénnen, wodurch die Messung
des radioaktiv markierten Substrats nach mehreren Waschschritten ermdglicht wird. Dazu
werden die Pellets in 40 ul Assaypuffer resuspendiert, folgende Ansatze zusammenpipettiert
und 60min bei 37°C inkubiert:
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Ansatz: 40 pl Immunprézipitat in Assaypuffer
19 ul kaltes ATP
20 ul Poly-Glu-Tyr (final 1uM)
1ul %2p_ATP (10 uCi)
Assaypuffer:  100mM Hepes pH 7.5
2mM DTT
SUM NaVO,4
15mM MgCl,
Sonstiges: kaltes ATP 100 uM Stockldsung in H,O

Poly-Glu-Tyr 25mg/ml Stocklésung in H,O (Sigma P0275); 1:100 auf
250pg/ml verdinnen

Die Reaktion wird nach 1h durch die Zugabe von 100ul 2% H3PO, abgestoppt. Die Platte
wird nun dreimal mit MilliQ Aqua gewaschen und anschliefend im Microbeta gemessen.

3.4.14. Apoptose ELISA

Der Cell Death Detection ELISA™YS (Roche Molecular Biochemicals) detektiert Histon-
assoziierte DNA-Fragemente (Homo- und Oligonukleosomen), die nach Induktion des
Zelltodes durch Degradation der DNA entstehen. Zur Durchfihrung des ELISA wird das zu
untersuchende Zelllysat in eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Nun
werden anti-Histon-Biotin- und anti-DNA-POD-Antikdrper hinzugegeben und die Platte
inkubiert. Der anti-Histon-Biotin-Antikérper bindet an Histone, die in Nukleosomen
assoziiert sind, und koppelt dieses Aggregat lber die Biotin-Streptavidin-Bindung an die
Oberflache der Mikrotiterplatte. Der anti-DNA-POD-Antikorper bindet an DNA, die in
Nukleosomen assoziiert ist, und ist an eine Peroxidase gekoppelt, die ein Substrat (ABTS)
umsetzen kann, das sich bei 405nm detektieren l&sst.

Es werden jeweils 2x10° der zu untersuchenden Zellen in 6-Loch-Platten in 2ml Hunger-
medium mit 0,5% Serum ausgesetzt und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Nun werden die zur
Induktion der Apoptose ausgesuchten Zytostatika zugegeben und diese Ansétze
unterschiedlich lange inkubiert. Die Zellen werden nach der entsprechenden Zeit durch
Zugabe von 200ul Lysepuffer (aus Kit) lysiert und fir 30min auf Eis inkubiert. Die
Zelltrimmer werden pelletiert und jeweils 20ul (entspricht 1x10° Zellen) in die Streptavidin-
beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Fir jeden Ansatz wird eine Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Nach der Zugabe von 80ul Immunoreagenz wird die Platte unter leichtem
Schitteln 2h bei Raumtemperatur inkubiert, dreimal mit Incubation Puffer gewaschen und
anschlielend jeweils 100ul ABTS-L6sung zugegeben. Nach 15min Reaktionszeit wird die
Platte bei 405nm im Victor Multilabel Counter gemessen.

3.4.15. Colorimetrischer Caspase 3 Aktivitatstest

Caspase 3 gehort zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung
in ein 17 und 12kDa Fragment geschnitten. Der Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit
(Calbiochem) ermdglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 3 in Zelllysaten. Ein Caspase
3-spezifisches Substrat (DEVD-pNA) wird durch aktivierte Caspase 3 gespalten und
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden.

3x10° Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum
ausgesat. Nach Inkubation fur 16h bei 37°C werden die Zellen mit der entsprechenden
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Konzentration an Zytostatika fur eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen
werden mit Trypsin abgel6st, pelletiert, mit PBS gewaschen und schliellich in 100ul
Lysepuffer (aus Kit) fiir 5min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer werden pelletiert (10min /
10000g / 4°C) und der Uberstand direkt im Aktivitatstest eingesetzt. Dazu wird folgender
Ansatz zusammenpipettiert:

Ansatz: 80ul  Assay Puffer
10ul  Zellextrakt
10ul  Substrat (DEVD-pNA)

Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt, als Positivkontrolle werden 30U
rekombinante Caspase 3 eingesetzt. Um zu Uberprifen, ob es sich um eine spezifische
Spaltung des Substrates durch aktivierte Caspase 3 handelt, wird jeweils ein Ansatz vor
Zugabe des Substrates fir 10min mit 20ul Caspase 3 Inhibitor behandelt. Durch Zugabe des
Substrates wird die Reaktion gestartet und der Verlauf durch Messung alle 3min Uber einen
Zeitraum von 75min im Victor Multilabel Counter bei 405nm verfolgt. Zur Auswertung muss
zunachst der Konversionsfaktor bestimmt werden.

Konversionsfaktor [uM/Abs,os] = 50uM / Absos Negativkontrolle

Um nun die Caspase 3-Aktivitadt zu bestimmen, muss aus den oben gemessenen Daten der
lineare Bereich bestimmt und daraus der Anstieg der Absorption bei 405nm pro min errechnet
werden. Die Caspase 3-Aktivitat ergibt sich dann nach folgender Formel:

AKtivitit [pmol/min] = Steigung Absags [Aans/min] x Konversionsfaktor x Volumen [pl]

3.4.16. Colorimetrischer Caspase 8 Aktivitatstest

Caspase 8 gehort zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung
in ein 18 und 11kDa Fragment geschnitten. Der Caspase-8 Cellular Activity Assay Kit
(Calbiochem) ermdglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 8 in Zelllysaten. Ein Caspase
8-spezifisches Substrat (Ac-IETD-pNA) wird durch aktivierte Caspase 8 gespalten und
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden.

3x10° Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum
ausgesat. Nach Inkubation fur 16h bei 37°C werden die Zellen mit der entsprechenden
Konzentration an Zytostatika fiir eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen
werden mit 400p1 Lysepuffer (aus Caspase 3 Cellular Activity Assay Kit) lberschichtet und
flr 5min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer werden pelletiert (10min / 10000g / 4°C) und der
Uberstand  direkt im  Aktivitatstest eingesetzt. Dazu wird folgender Ansatz
zusammenpipettiert:

Ansatz: 50ul  Assay Puffer
40ul  Zellextrakt
10ul  Substrat (Ac-IETD-pNA)

Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt, als Positivkontrolle werden 30U
rekombinante Caspase 8 eingesetzt. Durch Zugabe des Substrates wird die Reaktion gestartet,
die Platte fur 10min bei 37°C inkubiert und dann der Verlauf durch Messung alle 3min uber
einen Zeitraum von 75min im Victor Multilabel Counter bei 405nm verfolgt. Zur Auswertung
muss zunachst der Konversionsfaktor bestimmt werden.

Konversionsfaktor [uM/Abs4os] = 50uM / Absss Negativkontrolle
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Um nun die Caspase 8-Aktivitadt zu bestimmen, muss aus den oben gemessenen Daten der
lineare Bereich bestimmt und daraus die Steigung der Absorption bei 405nm pro min
errechnet werden. Die Caspase 8-Aktivitét ergibt sich dann nach folgender Formel:

AKtivitiit [pmol/min] = Steigung Absags [Aans/mMin] x Konversionsfaktor x VVolumen [ul]

3.4.17. Colorimetrischer Caspase 9 Aktivitatstest

Caspase 9 gehort zur Familie der Cystein Proteasen und die Pro-Caspase wird bei Aktivierung
in ein 35 und 10kDa Fragment geschnitten. Der Caspase-9 Colorimetric Assay (R&D
Systems) ermdglicht den Nachweis von aktivierter Caspase 9 in Zelllysaten. Ein Caspase 9-
spezifisches Substrat (LEHD-pNA) wird durch aktivierte Caspase 9 gespalten und
p-Nitroanilin freigesetzt. p-Nitroanilin besitzt ein Absorptionsmaximum bei 405nm und kann
somit im Victor Multilabel Counter quantifiziert werden.

3x10° Zellen werden in einer 14cm Gewebekulturschale in Hungermedium mit 0,5% Serum
ausgesat. Nach Inkubation fur 16h bei 37°C werden die Zellen mit der entsprechenden
Konzentration an Zytostatika fur eine jeweilige Dauer (24h bzw. 36h) behandelt. Die Zellen
werden mit Trypsin abgeldst, pelletiert, mit PBS gewaschen und schlielich in 125ul
Lysepuffer (aus Kit) fur 10min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer werden pelletiert (10min /
10000g / 4°C) und der Uberstand direkt im Aktivitatstest eingesetzt. Dazu wird folgender
Ansatz zusammenpipettiert:

Ansatz: 50ul  Reaction Buffer
50ul  Zellextrakt
5ul Substrat (LEHD-pNA)

Als Negativkontrolle fungiert ein Ansatz ohne Zellextrakt. Durch Zugabe des Substrates wird
die Reaktion gestartet, die Platte fiir 1-2h bei 37°C inkubiert und dann im Victor Multilabel
Counter bei 405nm vermessen.

3.4.18. Cytochrom C Fraktionierung und Quantifizierung mittels ELISA

Die Methode dient zur Trennung und Isolierung der mitochondrialen und der cytosolischen
Fraktion von eukaryontischen Zellen mittels fraktionierter Zentrifugation, um die Verteilung
von Cytochrom C zwischen diesen beiden Kompartimenten zu bestimmen [86].

Jeweils 1x10° Zellen werden fiir 4h bzw. 8h mit Zytostatika behandelt, um die Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien zu induzieren. Die Zellen werden nach dieser Zeit
abtrypsiniert, pelletiert (5min / 2000rpm / 4°C) und mit kaltem PBS gewaschen. Das
Zellpellet wird in 500ul Puffer A aufgenommen und die Zellen auf Eis in einem Teflon-
Homogenisator homogenisiert (40x). Das Homogenat wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
uberfuihrt und zentrifugiert (10min / 3000rpm / 4°C), um die Zelltrimmer abzutrennen. Der
Uberstand wird erneut in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (30min / 13000rpm [12500g] /
4°C). Wiederum wird der Uberstand abgenommen und mit 500ul Solubilisierpuffer versetzt.
Dies stellt die cytosolische Fraktion dar. Das Pellet wird als mitochondriale Fraktion in 500yl
Puffer B aufgenommen.

Puffer A (fir 250ml): 20mM  Hepes-KOH, pH7,5
10mM  KCI
1,5mM  MgCl,
1mM Na EDTA
1mM Na EGTA
1mM DTT
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250mM  Sucrose
frische Zugabe von PMSF, NavV O,

Puffer B: 1:1 Gemisch aus Puffer A und Solubilisierpuffer aus Caspase 9-Kit

Zur Durchfiihrung des Cytochrom C ELISA (Oncogene) werden die cytosolische und
mitochondriale Fraktion fir 1h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert, um
Cytochrom C zu solubilisieren. Nun werden 62,5ul der einzelnen Ansatze mit 187,5ul
Calibrator Diluent RD5P (1x) versetzt und fur 15min inkubiert. Wahrenddessen wird in jede
Kavitét der Mikrotiterplatte 100ul Calibrator Diluent RD5P (1x) vorgelegt, ehe nach Zugabe
von 100ul der jeweiligen Probe die Ansatze fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die
Platte wird anschlieend viermal mit jeweils 400ul wash buffer gewaschen, wobei darauf zu
achten ist, dass nach dem letzten Waschschritt die Platte gut getrocknet wird. Nun werden
200l Cytochrome C conjugate zugegeben und die Ansatze erneut fiir 2h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit jeweils 400ul wash buffer werden 200ul Substrate
Solution zugegeben, die Platte im Dunkeln 30min bei Raumtemperatur inkubiert und die
Reaktion nach dieser Zeit durch die Zugabe von 50ul Stop Solution beendet. Die Messung
erfolgt innerhalb von 30min bei 450nm. Fir jede Probe kann nun die prozentuale Verteilung
von Cytochrom C in den beiden Kompartimenten berechnet werden.

3.4.19. FACS-Analyse

Mit dieser Methode lasst sich die Expression eines Proteins an der Zelloberflache
untersuchen. Jeweils 1,3x10° Zellen in 10cm Gewebekulturschalen werden fiir eine bestimmte
Zeit mit den zu testenden Zytostatika behandelt. Anschliefend werden die zu markierenden
Zellen mit EDTA/PBS abgel6st, pelletiert (5min / 2000rpm / 4°C), mit 5ml eiskaltem 70%-
igem Ethanol fixiert und 24h bei —20°C eingefroren. Nach dem Auftauen werden die fixierten
Zellen pelletiert und in 3ml FACS-Ldsung aufgenommen. Anschlielend werden die Zellen
erneut pelletiert, in 100ul FACS-LOsung aufgenommen und in 1,5ml Reaktionsgefaiie
uberfihrt. 5ul des FITC-markierten Antikorpers werden zu den einzelnen Ansétzen gegeben
(Anti-Apo-1/Fas-FITC / Verdinnung 1:20) und diese fiir 30min bei 4°C lichtgeschitzt
inkubiert. Danach werden die Zellen pelletiert und dreimal mit 750ul FACS-LOsung
gewaschen. Nach jedem Waschschritt werden die Zellen fir 5min bei 2000rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach erneutem dreimaligem Waschen wird das
Zellpellet in 200ul FACS-Fixierlosung aufgenommen. Die Messung der Proben erfolgt direkt
in einem FACS-Scan Gerat der Firma Becten Dickinson mit einer Einstellung FL1 450 und
SSC 340.

FACS-Lo6sung 1% (v/v) FCS
0,1% (v/v) NaN3
in PBS
FACS-Fixierlosung 1% (v/v) Formaldehyd in PBS

69



4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Etablierung eines in vitro Testsystems zur Auffindung von Inhibitoren

der Ras-Raf-Interaktion

In einer Vielzahl maligner Transformationen spielt die Deregulation der Ras-Signalkaskade
eine bedeutende Rolle, wobei der Protein-Protein-Interaktion zwischen Ras und Raf eine
Schlisselfunktion in der Aktivierung dieses mitogenen Signalwegs zukommt [20, 37]. Erste
Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet haben gezeigt, dass es sich bei der Inhibition der
Ras-Raf-Interaktion um einen vielversprechenden Ansatz handelt, da mit Sulindac Sulfid eine
Substanz gefunden werden konnte, die als Inhibitor dieser Protein-Protein-Interaktion fungiert
und somit die Ras-induzierte Transformation von Tumorzellen potentiell verhindern kann [43,
161]. Die Entwicklung eines Testsystems zur Suche nach spezifischen Inhibitoren dieser
Wechselwirkung stellt daher einen wichtigen Ansatzpunkt zur Findung weiterer Substanzen
dar, die die mitogene Signalkaskade unterbrechen kénnen. Der erste Teil dieser Promotions-
arbeit befasste sich mit der Etablierung eines Testsystems zur Wirkstofffindung flr

Inhibitoren der Ras-Raf-Interaktion.

4.1.1. Prinzip des Testsystems

Das Enzym [3-Galactosidase ist in seiner aktiven Form aus vier identischen Untereinheiten
von jeweils 116kDa aufgebaut. In der Literatur wurden bakterielle Deletionsmutanten der
B-Galactosidase beschrieben, die kein aktives Enzym bilden kdnnen. Durch die Zugabe des
deletierten Abschnitts der (-Galactosidase zu diesen Deletionsmutanten lasst sich die
Aktivitat des Komplexes zum groRen Teil rekonstituieren, ein VVorgang, der in der Literatur
als a-Komplementation beschrieben ist [164-166]. Diese komplementierte [3-Galactosidase-
Aktivitat entsteht durch die Dosis-abhéngige Bildung eines stabilen Hetero-Oktamers, das
eine ahnliche Domaénenstruktur aufweist, wie das Wildtyp Homotetramer. Die N- und die C-
terminale Region der (3-Galactosidase, die bei der a-Komplementation beteiligt sind, werden
als a- bzw. w-Region bezeichnet, das Zentralpeptid als p-Region.

Zur Entwicklung eines in vitro Testsystems, das Protein-Protein-Interaktionen detektierbar
macht, wurden Deletionsmutanten wie in Abschnitt 3.1.10. beschrieben kloniert, die alleine
nur sehr schwach miteinander interagieren konnen. Durch die Fusion der nicht-
interagierenden Deletionsmutanten mit den beiden interagierenden Proteinen Ras/

Raf (interaktionsdomaney  SOWi€  Activin-1B-Rezeptor/FKBP12 sollte eine Komplementation
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ermoglicht und somit eine 3-Galactosidase-Aktivitat detektierbar gemacht werden (Abb. 4-1).
Das Proteinpaar Activin-1B-R/FKBP12 wurde zur Validierung des Testsystems ausgewahlt,
da es sich zum einen um eine sehr starke, gut charakterisierte Protein-Protein-Interaktion
handelt und zum anderen mit FK506 ein Inhibitor dieser Interaktion existiert, wodurch die

Spezifitit der B-Galactosidase-Komplementation tberpruft werden kann.

(aa ) [baw] keine Komplementation

Komplementation
Komplementation

Abb. 4-1:  Prinzip der intracistronischen p-Galaktosidase Komplementation. Dargestellt sind verschiedene
Proteinpaare und ihr zu erwartendes Ergebnis im Aktivitatstest. Die Aa- und die Aw-Deletions-
mutante sollten sich nicht komplementieren und somit im Aktivitéatstest kein Signal ergeben. Die
Ap-Deletionsmutante sollte in der Lage sein, sowohl Aa als auch Aw zu komplementieren.
Getrieben durch die Interaktion der Proteinpaare Ras und Raf sowie Activin-1B-R und FKBP12
sollte es zu einer Komplementation und somit zum Auftreten eines Signals bei der Kombination der
beiden Fusionsproteinpaare kommen.

Das Konstrukt Aa entspricht der naturlich vorkommenden Mutation M15 und kann aufgrund
des Vorhandenseins der zentralen u Domane die Deletionsmutante Aw nur sehr schwach
komplementieren. Die Deletionsmutante Ap sollte in der Lage sein, sowohl Aa als auch Aw
zu komplementieren und dient daher als Kontrolle. Die Struktur der Deletionsmutanten wurde

analog zu einem in vivo Testsystem aus der Literatur tbernommen [62].

4.1.2 Expressionssystem Pichia Pastoris

Zundachst wurden die Gene der Wildtyp (-Galactosidase sowie der Deletionsmutanten im
Expressionsvektor pPICZ-B stabil in den Pichia Pastoris Stamm SMD1163 transformiert und
integriert. Nach Selektion rekombinanter Stimme mit Zeocin wurde die Expression der
Proteine in Flissigkultur induziert und die Enzymaktivitat der Wildtyp (-Galactosidase, der
einzelnen Deletionsmutanten sowie von Mischungen sich komplementierender und sich nicht-
komplementierender Deletionsmutanten mittels eines hochsensitiven Substrats wie in
Abschnitt 3.4.10. beschrieben (Galacton Light-Kit / TROPIX) detektiert. Fir Wildtyp
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B-Galactosidase liel} sich nur eine sehr schwache Aktivitdt messen, wahrend weder flr die
Deletionsmutanten alleine noch in Kombination mit ihren Komplementationspartnern eine
Enzymaktivitat beobachtet werden konnte. Mdgliche Griinde fir dieses Ergebnis lagen zum
einen in einer sehr niedrigen Proteinexpression und zum anderen einem mangelhaften
Aufschluss der Proben durch den mitgelieferten Hefelysepuffer.

Um die Selektionsbedingungen rekombinanter Stdmme zu optimieren wurde die Zeocin-
Konzentration in verschiedenen Ansédtzen erhoht, wobei sich zeigte, dass bei steigendem
Selektionsdruck zwar die Gesamtzahl der selektierten Klone geringer war, diese Klone aber
nicht zwangslaufig eine hohere Proteinexpression aufwiesen. Daher wurden die
rekombinanten Hefekulturen in einem weiteren Ansatz zur Verbesserung der Aufschluss-
effizienz mit Glas-Kugelchen und spater auch mit Zirkonium-Chlorid-Kugelchen
aufgeschlossen. Es konnte aber selbst durch die Verénderung des Aufschlussverfahrens keine
Erhohung des Signals im B-Galactosidase-Aktivitatstest erzielt werden. Auch eine Variation
(sowohl Verlangerung als auch Verkiirzung) der Induktionszeit der Hefestdmme zeigte keine
Erhéhung der B-Galactosidase-Aktivitdt. Das Hauptproblem dieses Ansatzes lag sehr
wahrscheinlich an den zu niedrigen Expressionsraten der rekombinanten Hefestdimme.

Um rekombinante Hefestdmme mit einer hoheren Expressionsrate zu erhalten, wurden die
Gene der Wildtyp [-Galactosidase sowie der Deletionsmutanten in den Expressionsvektor
pPIC3.5K umkloniert. Dieser Vektor besitzt zwei Vorteile gegeniber dem Vektor pPICZ-B:
Zum einen kommt es bei der Transformation in Pichia Pastoris zu Mehrfach-Insertionen in
das Genom, zum anderen erlaubt dieser Vektor eine Doppelselektion auf rekombinante
Stdmme. Zunédchst wurde der Pichia Pastoris Stamm SMD1163 mit dem Wildtyp
B-Galactosidase-Konstrukt sowie den Deletionsmutanten-Konstrukten im Expressionsvektor
pPIC3.5K mittels Elektroporation stabil transformiert. Die erste Selektion erfolgte auf Platten
mit Histidin-freiem Medium, auf dem nur rekombinante Stdmme wachsen kdnnen, da der
pPIC3.5K-Vektor eine HIS4-Kassette enthélt und somit die endogene Synthese von Histidin
ermoglicht. In einem zweiten Selektionsschritt wurden die rekombinanten Stdimme auf Platten
mit unterschiedlichen Konzentrationen G418 selektiert, da die Anzahl der Insertionen des
Vektors ins Genom mit G418-Resistenz korreliert. Flissigkulturen von Einzelklonen, die auf
1mg/ml G418 wuchsen, wurden induziert, mit Zirkonium Chlorid-Kiigelchen aufgeschlossen
und sowohl einer Western Blot Analyse als auch einer funktionalen Analyse unterzogen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4-2 dargestellt.

In der Western Blot Analyse konnte flr jeweils zwei Klone die Expression der Wildtyp

B-Galactosidase und der Deletionsmutanten gezeigt werden. Auch im funktionalen
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Enzymaktivitatstest lieBen sich hohere Werte fur den Wildtyp detektieren als in den
Experimenten mit pPICZ-B als Expressionsvektor, aber auch in diesem Ansatz konnte keine

Komplementation der Deletionsmutanten in vitro beobachtet werden (Abb. 4-2B).

A Wildtyp Ao Ao Ap
# o # # # #l o #2 #1 #2
—
12— - - - -
90— :
70—
55— -
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14000 1 - Baa -3
E | Z 80 - HAw-#
£ 12000 oy BAw-#2
F 10000 £ 60 OAp-#
z z
£ 8000 = OAp-#2
< 6000 A i WAa-#1& Aw-#1
<
¢ 4000 Q 90 HAa-#38& Aw-#2
= 5000 4 = DAw-#& Au-#
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W eletions mutante WG - #38& Au-#2

Abb. 4-2: A Western Blot Analyse von rekombinanten Pichia Pastoris Stimmen. Dargestellt sind Lysate
von jeweils zwei SMD1163-Klonen, die mit den pPIC3.5K-Konstrukten transformiert wurden.
Die Detektion erfolgte mittels anti-B-Galactosidase-Antikorper und anschlieBendem Nachweis
gebundener Sekundarantikérper mittels Chemolumineszens.

B Enzymaktivititstest von Wildtyp B-Galactosidase bzw. Deletionsmutanten. Rekombinante
Hefestdmme wurden mit Zirkonium-Chlorid-Kugelchen aufgeschlossen und die Zelllysate
alleine und in Kombination mittels eines luminometrisch nachweisbaren Substrats auf (-
Galactosidase-Aktivitat untersucht. Die Deletionsmutanten wiesen selbst keine B-Galactosidase-
Aktivitat auf. Diese lieR sich jedoch auch durch Zugabe der Ap-Mutante, die sowohl Aa als auch
Aw komplementieren sollte, nicht rekonstituieren.

Durch die Verwendung des neuen Vektors und der daraus resultierenden Mdoglichkeit der
Doppelselektion konnte das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis deutlich gesteigert werden. Vor
allem das niedrige Signal der einzelnen Mutanten im Aktivitatstest wirde es ermdglichen,
dass eine in vitro-Komplementation der Deletionsmutanten detektierbar wird. Sowohl
Wildtyp B-Galactosidase als auch die Deletionsmutanten lieBen sich weiterhin ausschlief3lich
in der Western Blot Analyse und nicht als prominente Bande im Coomassie geférbten SDS-
Polyacrylamid-Gel nachweisen. Daher stellte mdglicherweise die nach wie vor relativ geringe
Expressionsrate der rekombinanten Stdmme den Grund dar, dass keine in vitro-
Komplementation zu beobachten war. Darlber hinaus wére denkbar, dass endogene Pichia

Pastoris Proteine, die sich im Zellaufschluss befinden, die in vitro-Komplementation der
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Deletionsmutanten verhindern kdnnten. Da die Transformation der Konstrukte in Pichia
Pastoris und die anschlieende Selektion eine sehr zeitaufwendige Methode und dariber
hinaus sehr anféllig gegeniiber geringen Verunreinigungen ist, wurde beim weiteren

Vorgehen mit einem bakteriellen Expressionssystem gearbeitet.

4.1.3. Expressionssystem E. coli ER2507

Die Konstrukte wurden wie in Abschnitt 3.1.10. beschrieben in den prokaryontischen
Expressionsvektor pFLAG kloniert. Zur Expression der Deletionsmutanten wurde der E. coli
Stamm ER2507, der keine endogene [-Galactosidase bzw. [-Galactosidase-Deletions-
mutanten enthélt, mit diesen Konstrukten transformiert, Flussigkulturen von Einzelklonen mit
IPTG (final 0,5mM) induziert und die Expression nach Lyse durch Spitzenultraschall-
behandlung im Western Blot und im Enzymaktivitatstest analysiert. Die Expression der
Wildtyp [-Galactosidase sowie der drei Deletionsmutanten konnte in der Western Blot

Analyse nachgewiesen werden (Abb. 4-3A).
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Abb. 4-3: A Western Blot Analyse von E. coli ER2507-Lysaten. Dargestellt sind Lysate von jeweils zwei
Klonen, die mit den pFLAG-Konstrukten transformiert wurden. Die Detektion erfolgte mittels
anti-p-Galactos dase-Antikorper und anschlieBendem Nachweis gebundener Sekundérantikorper
mittels Chemolumineszens.

B Enzymaktivititstest mit Wildtyp B-Galactosidase bzw. Deletionsmutanten. E. col/i ER2507
Transformanden wurden mittels Spitzenultraschall aufgeschlossen und die Zelllysate alleine und
in Kombination mittels eines luminometrisch nachweisbaren Substrats auf [-Galactosidase-
Aktivitat untersucht. Fir Wildtyp -Galactosidase ergab sich ein sehr hohes Signal, das uber
mehrere Verdinnungsstufen linear anstieg. Die Deletionsmutante Ao wies eine relativ starke
Eigenkomplementation auf. Durch Zugabe der Ap-Mutante, die sowohl Aa als auch Aw
komplementieren sollte, lieR sich keine in vitro-Komplementation der Deletionsmutanten
beobachten.
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Im Enzymaktivitatstest mit Wildtyp B-Galactosidase war im Vergleich zu den Ansétzen in
Pichia Pastoris ein deutlich hoherer Messwert zu detektieren, wobei das Messsignal fir die
Aktivitat der Wildtyp [3-Galactosidase tiber mehrere Verdiinnungsstufen linear anstieg (Abb.
4-3B).

Bei den Komplementationsversuchen von jeweils 5ul Zellaufschluss der einzelnen Deletions-
mutanten war allerdings wiederum keine in vitro-Komplementation von Aa mit Aw bzw. Ap
und von Aw mit Ap zu erkennen. Auch bei Verdnderung der eingesetzten Proteinmenge in
Versuchen mit jeweils 1ul bzw. 10ul Zellaufschluss konnte keine Komplementation
beobachtet werden. Auffallig war jedoch, dass die Deletionsmutante Aa alleine bereits ein
relativ. hohes Signal im funktionalen Aktivitatstest zeigte, wahrend sowohl die
Deletionsmutante Aw als auch die Deletionsmutante Ap eine sehr niedrige Hintergrund-
aktivitat im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Dies ist moglicherweise dadurch zu erkléren,
dass die Deletionsmutante Aa bedingt durch die Klonierung in den Vektor pFLAG N-terminal
sowohl 8 Aminosduren des FLAG-Epitops als auch weitere 12 Aminosduren durch
Translation der Multiple Cloning Site aufwies. Diese 20 Aminosduren kénnten somit einen
Teil der deletierten a-Doméne ersetzt haben. Bei den Fusionsproteinen der Deletionsmutante
Aa ist dies nicht relevant, da die zusatzlichen Aminoséuren in diesen Konstrukten nicht direkt
vor der -Galactosidase, sondern vor Ras bzw. Activin-1B-R sitzen und daher keinen Einfluss
auf die Deletionsmutante mehr besitzen.

Um auszuschlieBen, dass endogene bakterielle Proteine, die nach dem Zellaufschluss im
Lysat vorliegen, die in vitro-Komplementation der Deletionsmutanten verhindern, wurde eine
Periplasma-Préparation der Wildtyp B-Galactosidase und der Deletionsmutanten Aa, Aw und
A durchgefihrt. Der pFLAG-Vektor besitzt neben der FLAG-kodierenden auch eine OmpA-
kodierende Sequenz, wodurch exprimierte Proteine tber ihre OmpA-leader-Sequenz in den
periplasmatischen Raum dirigiert werden. Beim Eintritt der exprimierten Proteine in den
periplasmatischen Raum kommt es zur Abspaltung der OmpA-leader-Sequenz. Die
Konzentration endogener E. coli-Proteine ist im periplasmatischen Raum verhaltnisméafig
niedrig, so dass bei einer Periplasma-Préparation das exprimierte Protein im Vergleich zum
Aufschluss der kompletten Zellen angereichert vorliegen sollte. Die Periplasma-Praparationen
wurden mit Amicon Centriplus-100 (Wildtyp / Aa / Aw) bzw. mit Amicon Centriplus-50-
Saulen (Ap) aufkonzentriert und im Aktivitatstest analysiert. Auch bei diesem Ansatz konnte

keine in vitro-Komplementation detektiert werden (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4 Enzymaktivititstest mit Wildtyp (-Galactosidase bzw. Deletionsmutanten nach Periplasma
Priparation. E. coli ER2507 Transformanden wurden einer Periplasma Praparation unterzogen und
aufkonzentrierte Periplasma-Extrakte alleine und in Kombination mittels eines luminometrisch
nachweisbaren Substrats auf B-Galactosidase-Aktivitdt untersucht. Wiederum war keine in vitro-
Komplementation zu detektieren.

Da weiterhin keine in vitro-Komplementation der Deletionsmutanten detektiert werden
konnte, sollte im n&chsten Schritt die prinzipielle Funktionalitdt der Deletionsmutanten
Uberprift werden. Dazu erfolgte eine Transformation aller pFLAG-Konstrukte in den Stamm
E. coli XL1-Blue, der normalerweise fir Blau-WeiR-Selektion verwendet wird und eine
endogene M15-B-Galactosidase-Mutante exprimiert, die der Aa-Deletionsmutante entspricht.
Der Stamm sollte in der Lage sein, alle Aw-Deletionsmutanten zu komplementieren. Als
Positivkontrolle wurde der VVektor pBlueskript verwendet, der durch Expression des a-Peptids
ebenfalls die M15-B-Galactosidase-Mutante aus XL1-Blue komplementieren sollte. Als
Negativkontrolle wurden alle Konstrukte in den Stamm E. coli ER2507 transformiert, in dem
keine der Deletionsmutanten und Fusionsproteine komplementiert werden sollte. Die
Transformationsansatze wurden zum direkten Nachweis der [3-Galactosidase-Aktivitat auf
LB-Amp-X-Gal-IPTG-Platten ausplattiert. Die Proteinexpression der Transformanden wurde
dabei durch IPTG induziert. Nach erfolgreicher Komplementation innerhalb der Zellen konnte
somit das chromogene Substrat X-Gal umgesetzt werden, so dass es zu einer blauen Farbung
der Kolonien kommen konnte.

Aus Tabelle 4-1 geht hervor, dass die in E. coli XL1-Blue endogen exprimierte M15-3-
Galactosidase-Mutante wie erwartet in der Lage war, die Aw-Deletionsmutante und Aw-
Fusionsproteine zu komplementieren. Auch die Positivkontrolle von pBlueskript in XL1-Blue
wies die erwarteten blauen Klone auf. Dies zeigte, dass die Aw-Deletionsmutante und Aw-
Fusionsproteine ordnungsgemaR und funktionell exprimiert wurden. Die Negativkontrolle
(Transformation der Konstrukte in ER2507) wies wie erwartet nur beim Wildtyp blaue Klone

auf. Die einzelnen Deletionsmutanten besalen ohne Komplementationspartner keine
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B-Galactosidase-Aktivitat. Bei der Transformation und Expression der Aa-Deletionsmutante
in XL1-Blue entstanden wider Erwarten auch hellblaue Klone, was auf die bereits oben
beschriebene klonierungsbedingte Verlangerung der Deletionsmutante zuriickzufiihren sein

konnte. Dieses Phdnomen war allerdings nur in XL1-Blue und nicht in ER2507 zu

beobachten.
 awaw | Kowstrukt | XLUBue || ER2sD) |

pFlag-wt bI au blau
2 pFlag-Aa hell-blau weil3
3 pFlag-A® blau weild
4 pFlag-Ap blau weil
5 pFlag-Aa-Ras weil} weild
6 pFlag-Ao-Raf blau weil}
7 pFlag-Ao-Activin-R-1 weild weil}
8 pFlag-Ao-FKBP12 blau weil}
9 pBlueskript blau weil}

Tab. 4-1 Expression aller pFLAG-Konstrukte und Umsetzung des Substrats X-Gal in XL1-Blue (M15-
Donor) bzw. ER2507.

Nachdem die funktionae Expression der Aw-Deletionsmutanten gezeigt werden konnte,
wurden nun Doppeltransformationen verschiedener Proteinpédrchen in ER2507 vorgenommen,
wobei die DNA jeweils im Verhéltnis 1:1 eingesetzt wurde. Die Doppeltransformations-
anséatze wurden wiederum auf LB-Amp-X-Gal-IPTG-Platten zum direkten Nachweis der

[3-Galactosidase-Aktivitat ausplattiert.

Konstrukt ] 24h Induktion

1 Wildtyp blaue Klone
2 Ao+ Ao einzelne blaue Klone
3 Ao+ Ap einzelne blaue Klone
4 Ao + Ap einzelne blaue Klone
5 Ao-Ras weile Klone
6 Aw-Raf weilRe Klone
7 Ao-Activin-R-1 weile Klone
8 Ao-FKBP12 weile Klone
9 Ao-Ras + Ao-Raf einzelne blaue Klone
10 Aoa-Activin-R-1 + Ao-FKBP12 blaue Klone

Tab. 4-2 Doppeltransformation durch Expression verschiedener Proteinpaare in E. coli ER2507 und
Umsetzung des Substrats X-Gal.

Aus Tabelle 4-2 geht hervor, dass die Doppeltransformationsansatze sich komplementierender
Deletionsmutanten und Fusionsproteine nach einer Induktionszeit von 24h blaue Einzelklone
aufwiesen. Dies zeigt, dass bei erfolgter Doppeltransformation und induzierter Expression
beider Mutanten eine in vivo-Komplementation erfolgte. Als Negativkontrollen fungierten

hierbei die Transformationsansdtze der einzelnen Fusionsproteine (Aa-Ras, Aw-Raf, Aa-

77



4. Ergebnisse

Activin-R-1 und Aw-FKBP12) in ER2507, bei denen ausschlieflich weille Einzelklone
auftraten. Zur Umsetzung des Substrates X-Gal war also die funktionelle Expression beider
sich komplementierender Deletionsmutanten notwendig.

Abbildung 4-5 zeigt eine Western Blot Analyse von induzierten Einzelklonen der Einzel-
bzw. Doppeltransformationen von ER2507. In den Einzeltransformationsansatzen konnte das
jeweilige Peptid in der erwarteten molekularen GroRe detektiert werden. In den Doppeltrans-
formationsansatzen sind jeweils zwei Banden des Peptidparchens zu erkennen.

Aa Aa Aw
+ + +

wt Aa Aw  Ap Aw Ap Ap ER2507

Abb. 4-5: Western Blot Analyse von E. coli ER2507-Lysaten. Dargestellt sind Lysate von Einzeltrans-
formationsansétzen mit Wildtyp B-Galactosidase und den Deletionsmutanten Aa, Ap und Aw sowie
Doppeltransformationsansatze der méglichen Deletionsmutanten-Kombinationen. Die letzte Bahn
zeigt als Negativkontrolle das Lysat des untransformierten Ausgangsstammes ER2507. Die
Detektion erfolgte mittels anti-B-Galactosidase-Antikérper und anschlieBendem Nachweis
gebundener Sekundarantikorper mittels Chemolumineszens.

Etwa 10% aller erhaltenen Klone wiesen eine effiziente Doppeltransformation auf und féarbten
sich nach einer Induktionszeit von 48h dunkelblau. Weitere 20% der Transformanden zeigten
eine hellblaue Farbe. Dies deutete darauf hin, dass auch in diesen Klonen eine
Doppeltransformation erfolgt war, wobei vermutlich eine Mutante schwaécher exprimiert
wurde als die andere. Etwa 70% der Klone blieben weil3. Diese Klone exprimierten
wahrscheinlich nur eine Mutante. Dieser Versuch belegt die funktionelle Expression beider
Konstrukte bei Doppeltransformation und eine erfolgreiche in vivo-Komplementation in
intakten Zellen zu einem funktionellen (3-Galactosidase-Komplex. Dieses Ergebnis liefl3 sich
bestatigen, indem Flussigkulturen blauer Einzelklone angezogen, 16h mit IPTG (final
0,AmM) induziert, die Zellen mit Spitzenultraschall aufgeschlossen und die Lysate im
funktionalen Enzymaktivitatstest vermessen wurden (Daten nicht gezeigt).

Um nun zu Gberprifen, ob es sich um eine spezifische Interaktion der Komplementations-
partner handelte, wurden Flissigkulturen einiger hellblauer und dunkelblauer Einzelklone der
Doppeltransformation von pFLAG-Aa-Activin-1B-R / pFLAG-Aw-FKBP12 in ER2507
angezogen. Nach 12h Wachstum wurden die Kulturen geteilt, mit IPTG (final 1mM)
induziert, erneut 5h mit bzw. ohne FK506 (final 10uM) inkubiert, auf die gleiche ODggo

eingestellt, mit Spitzenultraschall aufgeschlossen und im Enzymaktivitatstest vermessen.
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FK506 ist ein spezifischer Inhibitor der Activin-1B-Rezeptor/FKBP12-Protein-Protein-
Interaktion. Um zu zeigen, dass FK506 keine negative Auswirkung auf Zellwachstum und
Proteinexpression hat, wurden zwei Wildtyp B-Galactosidase-exprimierende Stdmme als
Kontrolle analog behandelt. Abbildung 4-6 zeigt die prozentuale Inhibition der Activin-1B-
Rezeptor/FKBP12-Protein-Protein-Interaktion durch die Behandlung mit FK506.

Die Activin-1B-R/FKBP12-Interaktion durch FK506 war

Flissigkulturen zu erkennen, wobei sie in hellblauen Klonen nahezu vollstandig war. Dies lag

Inhibition der in allen
moglicherweise daran, dass sich in diesen Klonen durch die im Vergleich zu dunkelblauen
Klonen niedrigere Expressionsrate von zumindest einem Fusionsprotein keine vergleichbar
stabilen [-Galactosidase-Fusionsproteinkomplexe bilden konnten. Dass FK506 nicht
unspezifisch Wachstum und Proteinexpression inhibierte, zeigten die Ergebnisse der beiden
Kontrollkulturen mit Wildtyp B-Galactosidase-exprimierenden Klonen, bei denen nahezu kein
Unterschied zwischen der FK506-behandelten und der nicht-behandelten Kultur zu erkennen
war. Somit konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von Activin-1B-R/FKBP12 in vivo
durch FK506 spezifisch inhibierbar war.

Inhibition der Activin-R/FKBP12-
Ansatz Messwert Messwert Inhibition Interaktion durch FK506
ohne FK506  mit FK506 [%]

Wildtyp-1 2408759 2385016 1 100 W Wildtyp-1

Wildtyp-2 2536166 2375770 6,3 :g ] W Wildtyp-2

1 — hellblau 1551568 160911 89,6 — 70 01 - hellblau
2 — hellblau 271395 23204 915 £ o @2- hellblau
3 — hellblau 75069 23978 68,1 :§ 50 O3- hellblau
1—blau 2117247 1608771 24 2 4 m1-blau

2 — blau 1771680 1135021 35,9 = zg 1 m2- blau

3 —blau 339992 42959 87,4 10 m3-blau

ol M
Abb. 4-6: Prozentuale Inhibition der Activin-1B-Rezeptor/FKBP12-Protein-Protein-Interaktion durch

die Behandlung mit dem spezifischen Inhibitor FK506. Zur Uberpriifung der Spezifitat der
Interaktion der Komplementationspartner wurden Flissigkulturen einiger hellblauer und dunkel-
blauer Einzelklone der Doppeltransformation von pFLAG-Aa-Activin-1B-R / pFLAG-Aw-FKBP12
in ER2507 angezogen. Nach 12h Wachstum wurden die Kulturen geteilt, die Expression der
Proteine mit ImM IPTG induziert, erneut 5h mit bzw. ohne FK506 (final 10uM) inkubiert, auf die
gleiche ODgy eingestellt, mit Spitzenultraschall aufgeschlossen und im Enzymaktivitatstest
vermessen.

Die Inhibition der Interaktion von Activin-1B-R/FKBP12 durch FK506 liel} sich allerdings
ausschlieBlich beobachten, wenn FK506 bereits zu Beginn der Induktion der Flissigkulturen
zugegeben wurde. Wenn zunéchst die Proteinexpression fiir 2h-4h induziert und FK506 erst

nach dem Zellaufschluss fir

1h-8h zugegeben wurde, hatten sich wahrend der

Induktionsphase in der Zelle sehr wahrscheinlich bereits stabile Fusionsprotein-Oligomere
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gebildet, deren Interaktion durch die nachtrdgliche Zugabe des Inhibitors nicht mehr zu
verhindern war. Daher sollten die Fusionsproteine im weiteren VVorgehen aufgereinigt werden.
Dazu wurden alle Fusionsprotein-Konstrukte wie in Abschnitt 3.1.10. beschrieben mittels
PCR mit einem Histidin(6x)-Schwanz versehen und Zelllysate aus Flissigkulturen selektierter
Einzelklone, die Wildtyp B-Galactosidase, Aa-Activin-1B-R bzw. Aw-FKBP12 exprimierten,
unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und renaturiert (siehe Abschnitt 3.4.2. und
3.4.3.). Da sich nach der Renaturierung beim Kontrollansatz mit Wildtyp B-Galactosidase nur
eine geringe Enzymaktivitdt beobachten lie}, wurde eine weitere Aufreinigung der drei

selektierten Einzelklone unter nativen Bedingungen durchgefihrt (siehe Abschnitt 3.4.4.).

A B-Galactosidase-HIS (118kDa)
1 2 3 45 6 7 8
196—
1167_ — ——

nicht induziert
induziert

90— Auftrag
Durchlauf
70— .
i Waschfraktion

Fraktion 4
Fraktion 5
Fraktion 6

38—
33—

N UODWN R

B Activin-1B-Rezeptor-Aa-HIS (151kDa)

1 2 3456 7 89 1 2 3456 7 89 1 Auftrag
196— 196— 2 Durchlauf
<« —_—— 3 Waschfraktion
16— 1;06:: - 4 Fraktion 1
90— | 5 Fraktion 2
70— 70 6 Fraktion3
50— 50 7 Fraktion4
— 38— 8 Fraktion 5
%: 5 33— .HIS 9 Fraktion 6
C FKBP12-Ao-HIS (99kDa)
1 2 3456789 1 2 345 6 7 8 9 |1Autag
196— 2 196— 2 Durchlauf
116— -«— 116— " 3 Fraktion 2
90— s . m*. 4 Fraktion 3
70— 70— ’ 5 Fraktion 4
50— 50— 6 Fraktion5
7 Fraktion 6
oo 38— 8 Frektion9
B LHIS 9 Fraktion 10

Abb. 4-7: Coomassie-gefirbte SDS-Polyacrylamid Gele und Western Blot Analyse der unter nativen
Bedingungen aufgereinigten Proteine Wildtyp p-Galactosidase-HIS, Aca-Activin-1B-R-HIS
bzw. Ao-FKBP12-HIS. Die Detektion in der Western Blot Analyse erfolgte mittels anti-Penta-
Histidin-Antikorper und anschliefendem Nachweis gebundener Sekundarantikdrper mittels Chemo-
lumineszens.

Abbildung 4-7 zeigt Coomassie-gefarbte SDS-Polyacrylamidgele der drei unter nativen
Bedingungen aufgereinigten Proteine sowie die Western Blot Analysen der beiden
Fusionsproteine. Auf den Coomassie gefarbten Gelen lie sich eine deutliche Aufreinigung
der drei Proteine erkennen. Der Ansatz mit Wildtyp B-Galactosidase wies dabei fast keinerlei
sichtbare Verunreinigungen innerhalb der Detektionsgrenze von 100ng/Bande auf. Die
Ansétze der beiden aufgereinigten Fusionsproteine zeigten hingegen noch einige
Verunreinigungen durch Fremdproteine. Dennoch waren beide Fusionsproteine in den
Eluaten sehr stark angereichert, so dass die Effizienz der Aufreinigung zufriedenstellend war.

In der Western Blot Analyse konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass es sich bei den
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aufgereinigten Proteinen um die Histidin-markierten Fusionsproteine mit der zu erwartenden
molekularen GroRe handelte.

Die Aktivitat der aufgereinigten Wildtyp [-Galactosidase konnte im Enzymaktivitatstest
gezeigt werden (Abb. 4-8A). Die einzelnen aufgereinigten Fraktionen wiesen dabei eine etwas
niedrigere B-Galactosidase-Aktivitat auf als das induzierte Zelllysat vor der Aufreinigung, da
die Proteinkonzentration der Fraktionen nach der Aufreinigung im Vergleich zum sehr

konzentrierten Zelllysat deutlich geringer war.

A Aktivitit von $-Galactosidase-HIS B Komplementationsversuch mit
nach nativer Aufreinigung aufgereinigten Proteinen

O Aa-Aktivin-1-R #3
O Aa-Aktivin-1-R#4

1800000 8000

= 7 O AwFKBPI12 #4
£ || [mmicht mduzen o O AwFKBPI12#5
3 W induziert g %o B Ag-Aktivin-1-R#3 &
£ @ Fraktion 4 Z am No-FKBP12 #4
< B Frektion 5 2 B Aa-Aktivin-1-R #4 &
3 < Aw-FKBP12 45
(¢ «
<& (<)
=

B Ag-Aktivin-1-R#4 &
Aw-FKBP12 #4

O Aa-Aktivin-1-R#5 &
Aw-FKBP12 #5

3000
[ Fraktion 6
| | 2000
T
1000
0

Abb. 4-8: A Enzymaktivitiitstest von nativ aufgereinigter 3-Galactosidase.

B Komplementationsversuch mit verschiedenen Fraktionen von aufgereinigtem Ao-Activin-
1B-R-HIS und Aw-FKBP12-HIS mit anschliefender Bestimmung der Enzymaktivitiit.

Abbildung 4-8B zeigt exemplarisch einen Komplementationsversuch mit den aufgereinigten
Fusionsproteinen Aa-Activin-1B-R und Aw-FKBP12, wobei die Proteine hierbei in gleicher
Menge (jeweils 3pg Gesamtprotein) eingesetzt wurden. Eine Komplementation des
Proteinpérchens lieR sich jedoch nicht detektieren. Weder Versuche mit Variation der
Proteinmenge (1pg, 5ug bzw. 10pug Gesamtprotein) und der Stéchiometrie (Verhaltnis 1:10
bzw. 10:1) noch Versuche mit Vorinkubationszeit, innerhalb der sich die beiden
Interaktionspartner zum aktiven Enzym komplementieren sollten, zeigten die erwartete
Komplementation. Dies kann zum einen daran liegen, dass die Proteine unter den gegebenen
Versuchsbedingungen nicht oder nur sehr schwach miteinander interagieren und sich daher
kein aktiver Enzymkomplex aus beiden Fusionsproteinen bildet. Zum anderen waére es
denkbar, dass zwar die beiden Interaktionspartner der Fusionsproteine miteinander
wechselwirken, sich aber die Deletionsmutanten trotz stattfindender Interaktion nicht zu
einem aktiven Enzymkomplex komplementieren kdnnen.

Zum Nachweis der Interaktion der beiden Fusionsproteine Aa-Activin-1B-R und Aw-
FKBP12, wurde mit den aufgereinigten Fusionsproteinen und einem a-FKBP12-Antikorper
eine Co-Immunprézipitation durchgefihrt (siehe Abschnitt 3.4.11). Abbildung 4-9 zeigt die

Western Blot Analyse dieser Co-Immunprazipitation.
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196—
F
116— ‘
- - -
90— a-HIS

1P von Aw-FKBP12

IPvon Aa-Activin1B-R

IPvon Aw-FKBP12 + Aa-ActivinlB-R 10pg + 10pg
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Kontrolle IP von wt-3-Galactosidase

Kontrolle aufgereinigtes Protein Aa-ActivinlB-R 1pg
Kontrolle aufgereinigtes Protein Aw-FKBP12 1pg
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Abb. 4-9: Western Blot Analyse einer Co-Immunprizipitation verschiedener Ansiitze mit o-FKBP12-
Antikorper. Aufgereinigte Fusionsproteine Aa-Activin-1B-R und Aw-FKBP12 wurden aleine und
in unterschiedlichen stéchiometrischen Verhaltnissen in einem physiologischen Puffer 1h
vorinkubiert. Die Ansétze wurden mit 2ug a-FKBP12-Antikorper versetzt und 45min auf Eis
inkubiert, die Co-Immunprazipitation wurde mit Protein A/G-Sepharose durchgefiihrt. Die Western
Blot Analyse erfolgte mit anti-Penta-Histidin-Antikérper und anschlieRendem Nachweis gebundener
Sekundarantikorper mittels Chemolumineszens. Der rote Pfeil indiziert die Bande fiir Aa-Activin-1B-
R, der blaue Pfeil die Bande fur Aw-FKBP12.

In den Ansédtzen 1 und 2 wurde sowohl Aw-FKBP12 als auch Aa-Activin-1B-R ohne
Interaktionspartner immunoprazipitiert, um die Reaktivitdat des a-FKBP12-Antikorpers zu
testen. Die Western Blot Analyse mit a-His-Antikorper zeigt lediglich in Ansatz 1 eine
spezifische Bande, aber keinerlei Bande in Ansatz 2. Ebenso wurde in Ansatz 6 aufgereinigte
Wildtyp B-Galactosidase-HIS immunoprézipitiert, wobei auch hier keine Bande zu erkennen
ist. Der FKBP12-Antikorper zeigte also die gewdinschte Spezifitat. In den Ansatzen 3-5
wurden Co-Immunprézipitationen der beiden aufgereinigten Fusionsproteine in verschiedenen
stdchiometrischen Verhéltnissen durchgefiihrt. Wahrend in allen drei Ansédtzen Aw-FKBP12
prazipitiert werden konnte, ist lediglich in Ansatz 3 eine marginale Bande der richtigen
molekularen GrofRe von Aw-FKBP12 zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion
der beiden Fusionsproteine unter den gegebenen Bedingungen zu schwach ist, um eine
erfolgreiche in vitro-Komplementation und damit Enzymaktivitdt beobachten zu kénnen.
Insgesamt konnte eine erfolgreiche Komplementation von Deletionsmutanten und Fusions-
proteinen also nur in intakten E. coli Zellen, nicht aber in vitro gezeigt werden.

Die Weiterentwicklung des Testsystems wurde daraufhin nicht fortgefuhrt. Bei dem hier
entwickelten Testsystem muss ein potentieller Inhibitor der zu untersuchenden Protein-
Protein-Interaktion vor der Induktion der Proteinexpression mit IPTG zugegeben werden, da
sich ansonsten in E. coli Proteinkomplexe ausbilden, die durch nachtrdgliche Zugabe eines
potentiellen Inhibitors nicht mehr gelost werden kénnen. Dies stellt ein generelles Problem

bei der Expression von Proteinen in E. coli dar. Die Etablierung eines reinen in vitro
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Testsystems mit rekombinanten Proteinen schlug aufgrund der unter den getesteten

Bedingungen zu schwachen Interaktion der Fusionspartner fehl.

4.2. Validierung von PKB/AKkt als Zielprotein in der Tumortherapie

Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Validierung der Kinase PKB/Akt im
Hinblick auf die Entwicklung neuartiger anti-tumoraler Strategien. In der Literatur wird
PKB/Akt als zentraler Mediator von zelluldren Uberlebenssignalen beschrieben, der in
verschiedenen Tumoren konstitutiv aktiviert oder Gberexprimiert vorliegt [19, 110-112, 115].
Neben der Vermittlung anti-apoptotischer Signale scheint PKB/Akt auch beim Auftreten von
Chemoresistenz beteiligt zu sein [18, 114]. Durch die Entwicklung geeigneter zellularer
Modelle sollte die Bedeutung von PKB/Akt insbesondere fur das Auftreten wvon
Chemoresistenz genauer beleuchtet sowie molekulare Mechanismen der Vermittlung von

Chemoresistenz durch PKB/AKkt aufgeklart werden.

4.2.1. Etablierung genetisch verénderter Zelllinien, die konstitutiv aktives
PKB/AKkt exprimieren

Zellulares PKB/Akt wird nach Bindung von Wachstumsfaktoren an ihren Rezeptor mittels
Membranassoziation tiber seine PH-Domane und Phosphorylierung an Thr*® und Ser*” durch
PDK1 bzw. postulierte PDK2 aktiviert [115]. Zur Untersuchung der Rolle von PKB/AKkt bei
der Modulation des Eintretens von Anoikis und der Chemosensitivitat von Tumorzellen
gegeniber Standard-Chemotherapeutika sollte ein Derivat von PKB/Aktl generiert werden,
das unabhdngig von der Stimulation durch Wachstumsfaktoren eine konstitutiv aktive
Kinaseaktivitit aufweist. Bisherige in der Literatur beschriebene Konstrukte mit konstitutiv
aktivem PKB/AKkt besitzen eine N-terminale Myrestylierungssequenz, die fir die Membran-
insertion und nachfolgende Aktivierung sorgt [162]. Da es sich bei Myrestylierung jedoch um
einen irreversiblen, kovalenten Prozess handelt, ist nicht sichergestellt, dass solche Proteine
auch von der Membran dislozieren und somit zu ihren zelluldren Zielproteinen gelangen
koénnen. Um diese Limitation zu umgehen, wurde ein Derivat von PKB/Akt mit deletierter
PH-Doméne (Aminosauren 1-106) entwickelt, das neben einer N-terminalen FLAG-
Markierung auch eine C-terminale Farnesylierungssequenz gefolgt von einem polybasischen
Schwanz enthélt (Abb. 4-10) [163]. Die Farnesylierung ist eine reversible Modifikation, da
sie durch Farnesylesterasen gespalten werden kann. Der polybasische Schwanz wechselwirkt

durch seine positive Ladung mit der negativ geladenen Kopfgruppe von membranaren
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Phospholipiden und sorgt so fur die energetischen Bedingungen, damit es zum Einschub des

Farnesylrestes in die Membran kommen kann.

VWildtyp PKB/Akt farnesyliertes PKB/Akt
spaltbar durch Esterasen
(P
Aktl F Akt1APH farn

C-terminale Farnesylierungssequenz

SN AR
K-KKKKK K K-?-V-I-M

TRRARAR RN RN RRAT

Abb. 4-10A Schematische Darstellung von membranassoziiertem Wildtyp PKB/Akt bzw. membran-
assoziiertem konstitutiv aktivem PKB/Akt-Derivat. Wildtyp PKB/Akt bindet (ber seine PH-
Doméne an einen PIP; Anker, durchlauft eine Konformationsanderung und wird durch
Phosphorylierung an Thr*® und Ser*” aktiviert [115]. Das konstitutiv aktive Konstrukt besitzt
keine PH-Doméne und inseriert tber seinen Farnesylrest in die Membran. Es kann nun ebenfalls
an Thr® und Ser*”® phosphoryliert und somit aktiviert werden. Der Farnesylrest kann durch
zelluldre Farnesyl-Esterasen gespalten werden, das aktivierte Konstrukt von der Membran
dislozieren und so zu seinen zellul&ren Zielproteinen gelangen.

B Schematische Darstellung der C-terminalen Farnesylierungssequenz und des polybasischen
Schwanzes des konstitutiv aktiven PKB/Akt-Derivats.

Die Vektoren zur Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase wurden wie in
Abschnitt 3.1.11. beschrieben kloniert, anschlie}end stabil in die immortalisierte Brustdriisen-
Epithelzelllinie MCF10A, die Ovaradenokarzinom-Zelllinie SK-OV-3 sowie die beiden
Lungenkarzinom-Zelllinien A-549 und NCI H460 transfiziert und Einzelzellklone durch
mehrwochige Inkubation mit Antibiotika selektiert. Diese Einzelzellklone wurden auf
Expression und Aktivierung von CA-Akt untersucht. Die Expression von endogener sowie
ektopischer PKB/Akt-Kinase wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers als Bande bei
etwa 60kDa bzw. 48kDa in der Western Blot Analyse detektiert (Abb. 4-11). Ektopisches
CA-PKB/ALkt lieR sich dartiber hinaus mit Hilfe des anti-FLAG-Antikorpers nachweisen.

PKB/Akt wird durch Phosphorylierung an den Resten Thr*® und Ser*” aktiviert. Diese
Aktivierung lasst sich mit phospho-spezifischen Antikdrpern nachweisen. Zur Analyse des
Aktivierungsstatus von endogener und ektopischer PKB/Akt-Kinase wurden daher jeweils
kontroll-transfizierte bzw. CA-PKB/Akt-exprimierende Einzelzellklone wie in Abschnitt
3.3.9. beschrieben 16h in Hungermedium inkubiert und anschliefend mit Serum bzw. Serum

und einem Wachstumsfaktorcocktail bestehend aus EGF, PDGF und Insulin (WF) stimuliert.
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In alen kontroll-transfizierten Zelllinien ist unter Hungerbedingungen nur eine sehr geringe
Phosphorylierung von PKB/Akt (60kDa) an den Resten Thr*® und Ser*”® zu erkennen, die
jedoch durch Stimulation mit Serum und noch stérker durch Zugabe von Serum und
Wachstumsfaktoren induzierbar ist. Die Aktivierung von endogenem PKB/Akt ist also
abhéngig von den Serumbedingungen, wobei nur unter Vollstimulation mit Serum und
Wachstumsfaktoren eine vollstdndige Aktivierung erreicht wird. Ektopische PKB/Akt-Kinase
weist in den CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen aller vier Zelllinien unabhéngig
von den Serumbedingungen eine gleichmaRige Phosphorylierung an den Resten Thr®® und

Ser*” auf, was auf konstitutive Aktivierung schlieRen lasst.

MCF10A SKOV3 A549 NCI H460
Kontrolle CA-Akt Kontrolle CA-Akt Kontrolle CA-Akt Kontrolle CA-Akt
66 unb. S WF unb. S WF unb. S WF unb. S WF unb. S WF unb. S WF unb. S WF unb. S WF
TR0 Y PEEREN OO EE -
- e o
46— aee ’ -
anti-Akt
46— e = o —— R
anti-FLAG
-
66— -~ W cugn SR — - T e e e e
46— e L - : ———
anti-pAKkt (Ser?7?)
2o — el o -
46— --- - - " bt

anti-pAkt (Thr38)

Abb. 4-11 Western Blot Analyse von Einzelzellklonen auf Expression und Aktivierung von endogenem
und ektopischem PKB/Akt. Einzelzellklone wurden jeweils 16h in Hungermedium (0,5% Serum)
inkubiert (unb.) und anschliefend fur 10min mit 10% Serum (S) bzw. 10% Serum und einem
Wachstumsfaktorcocktail bestehend aus EGF, PDGF und Insulin (WF) stimuliert. Die Western Blot
Analyse erfolgte mit spezifischen Antikérpern und anschlieBendem Nachweis gebundener Sekun-
darantikdrper mittels Chemolumineszens. Wéhrend bei endogener PKB/Akt-Kinase (60kDa) in allen
Zelllinien eine Stimulierung erkennbar ist, ist die ektopische PKB/Akt-Kinase (48kDa) unter allen
Serum-Bedingungen ahnlich stark phosphoryliert, was auf konstitutive Aktivierung schlieRen I&sst.

Um nachzuweisen, dass die Phosphorylierung von PKB/Akt an den Resten Thr*® und Ser*”
mit Kinaseaktivitat korreliert, wurden kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende
Einzelzellklone zundchst im Serum-gehungerten und stimulierten Zustand mit anti-PKB/Akt-
Agarose bzw. anti-FLAG-M2-Affinity-Gel
Kinaseaktivitat untersucht (siehe Abschnitt 3.4.12.). Abbildung 4-12 zeigt die Western Blot
Analyse der Kinaseaktivitit in SK-OV-3 (A), A-549 (B) sowie NCI H460 (C) Zelllinien. Aus
kontroll-transfizierten SK-OV-3, A-549 und NCI H460 Zelllinien wurden im unstimulierten

immunoprazipitiert und anschlielend auf

sowie stimulierten Zustand mit anti-PKB/Akt-Agarose vergleichbare Mengen endogener
PKB/Akt-Kinase immunoprézipitiert. Das spezifische PKB/Akt-Substrat GSK-3 ist aber im
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stimulierten Zustand deutlich stdrker phosphoryliert als im unstimulierten Zustand. Die
endogene Kinaseaktivitat lasst sich also durch Induktion der Phosphorylierung von PKB/Akt
an den Resten Thr*®® und Ser*® deutlich steigern. Wahrend A-549 und NCI H460 Zelllinien
nur eine sehr geringe basale PKB/Akt-Kinaseaktivitat aufweisen, zeigen SK-OV-3 Zellen
bereits im unstimulierten Zustand eine sehr starke Kinaseaktivitat, die sich durch Stimulation
mit Serum und Wachstumsfaktoren noch weiter erhdhen lasst.

Bei der Immunprézipitation von ektopischem CA-PKB/AKkt aus SK-OV-3 Einzelzellklonen
mit anti-FLAG-M2-Affinity-Gel wurden im unstimulierten sowie stimulierten Zustand
ebenfalls jeweils vergleichbare Mengen prazipitiert, wobei die Proteinmenge bei Klon #18
insgesamt nur sehr gering war. In beiden Klonen konnte jedoch Kinaseaktivitat der
ektopischen CA-PKB/Akt-Kinase nachgewiesen werden, die allerdings im stimulierten
Ansatz ebenfalls hoher war als im unstimulierten Ansatz. Bereits in Abbildung 4-11 konnte
fir ektopische PKB/Akt-Kinase eine etwas starkere Phosphorylierung an Rest Thr®® nach
Stimulation im Vergleich zum gehungerten Zustand beobachtet werden, was wiederum die

Korrelation zwischen Phosphorylierungsstatus und Kinaseaktivitat zeigt.

IP a-Akt IPa-FLAG
A 1 2 3 4 s s SK-OV-3
66— A
“ - — 1 Kontrolle - unstimuliert
46— w. 2 Kontrolle - Serum +GF stimuliert
anti-Akt1l 3 CA-Akt Klon#15 - unstimuliert
4 CA-Akt Klon#15 - Serum + WF stimuliert
30— .“- 5 CA-Akt Klon#18 - unstimuliert
] 6 CA-Akt Klon#18 - Serum + WF stimuliert
anti-phospho-GSK 3
IP a-Akt IPa-FLAG
B 1 2 3 4 5 6 A-549
66— - — 1 Kontrolle - unstimuliert
46— — 2 Kontrolle - Serum +GF stimuliert
anti-AktL 3 CA-Akt Klon#17 - unstimuliert o
4 CA-Akt Klon#17 - Serum + WF stimuliert
5 CA-Akt Klon#32 - unstimuliert
30— F - - “ - 6 CA-Akt Klon#32 - Serum + WF stimuliert

anti-phospho-GSK 3
IP a-Akt

NCI H460

1 Kontrolle- unstimuliert

2 Kontrolle- Serum + WF stimuliert

3 CA-Akt Klon#12 - unstimuliert

4 CA-Akt Klon#12 - Serum + WF stimuliert
5 Positivkontrolle - GST-Akt1-APH

anti-phospho-GSK 3

Abb. 4-12 Nachweis der PKB/Akt-Kinaseaktivitit in kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zelllinien. Die Einzelzellklone wurden 16h in Hungermedium Kkultiviert und
anschlieBend mit 10% Serum und einem Wachstumscocktail aus EGF, PDGF und Insulin (WF)
stimuliert. Nach der Immunpréazipitation mit anti-Akt-Agarose (blau) bzw. anti-FLAG-M2-Affinity
Gel (griin) wurde ein Kinaseaktivitatstest mit dem Akt-Substrat GSK3 durchgefiihrt. Die Western
Blot Analyse erfolgte mit anti-PKB/Akt- bzw. anti-Phospho-GSK3-Antikérper und anschlieRendem
Nachweis gebundener Sekundérantikdrper mittels Chemolumineszens und zeigt die immuno-
prézipitierte PKB/Akt-Kinase sowie das durch aktive PKB/Akt-Kinase phosphorylierte Substrat.
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Bei der Immunprazipitation von ektopischem CA-PKB/Akt aus A-549 Einzelzellklonen mit
anti-FLAG-M2-Affinity-Gel wurden wiederum vergleichbare Mengen prézipitiert, wobei die
Kinaseaktivitat im stimulierten und unstimulierten Zustand vergleichbar war.

Aus einem CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Einzelzellklon wurde unter Verwendung
von anti-PKB/Akt-Agarose sowohl endogene als auch ektopische PKB/Akt-Kinase
immunoprazipitiert. Endogene PKB/Akt-Kinase zeigt unter Hungerbedingungen keinerlei
Phosphorylierung von GSK-3 (Abb. 4-12 C — Spur 1). Im Einzelzellklon #12 lasst sich unter
Hungerbedingungen Kinaseaktivitat beobachten, die durch ebenfalls prézipitierte ektopische
PKB/Akt hervorgerufen wird. Die Zunahme der Kinaseaktivitat in Spur 4 ist auf die
Aktivierung der endogenen PKB/Akt-Kinase nach Stimulation zuriickzufihren.

Es konnte also in CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen aller Zelllinien
Kinaseaktivitét der ektopischen PKB/Akt-Kinase nachgewiesen werden. Die Zelllinien A-549
und NCI H460 wiesen eine relativ geringe, durch Wachstumsfaktoren gut stimulierbare
endogene PKB/Akt-Kinaseaktivitat auf, wahrend in SK-OV-3 Zellen bereits eine sehr hohe
endogene PKB/Akt-Kinaseaktivitat detektiert werden konnte, die sich durch Stimulation mit
Wachstumsfaktoren weiter steigern lief3.

Bei der Bestimmung der Proliferationsrate (siehe Abschnitt 3.3.7.) von Einzelzellklonen fiel
auf, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen deutlich langsamer wuchsen als die Kontroll-
zelllinie (Abb. 4-13A). Daher wurde eine Western Blot Analyse der Zellzyklus-Inhibitoren
p21 und p27 vorgenommen (Abb. 4-13B). CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A Zellen
exprimierten deutlich groRere Mengen p27 als kontroll-transfizierte MCF10A Zellen,
wahrend die Expression von p21 in beiden Zelllinien unterhalb der Detektionsgrenze lag. In
den SK-OV-3 Zelllinien konnte weder p21 noch p27 detektiert werden, wahrend sich in den
A-549 Zelllinien fir beide Zellzyklus-Inhibitoren eine leicht erhdhte Expression in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen zeigte. Der deutlichste Unterschied war jedoch in der p21
Expression von CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen zu beobachten. Das
Auftreten einer Doppelbande lasst auf eine Phosphorylierung von p21 in CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen schlieRen.

Die Phosphorylierung von p21"@* an Thr**® durch PKB/Akt in HER2-iiberexprimierenden
Zellen wurde kirzlich von Zhou et al. gezeigt [109, 179]. Nach seiner Phosphorylierung ist
p21"¥* nicht mehr in der Lage, in den Zellkern zu translozieren. Phosphoryliertes p21"**
bindet an ASK1 und verhindert so das Auftreten von ASK1-abhéngiger Apoptose. Als
Zellzyklusinhibitor verliert Phospho-p21*@* allerdings seine Funktion [179]. Dariiber hinaus

scheint p27kipl ebenso durch PKB/Akt phosphoryliert und somit zytosolisch reteniert zu
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werden, wodurch Phospho-p27<P* auch keinen Zellzyklusarrest mehr vermitteln kann [109].
Daher scheint es moglich, dass neben p21"¥ und p27P* weitere Faktoren fir ein
verlangsamtes Wachstum der CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontroll-

zellen verantwortlich sind.
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g 1000000 B ] I
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Abb. 4-13 Wachstumskurven (A) und Western Blot Analyse von Zellzyklus-Inhibitoren (B). Alle CA-
PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklone wuchsen deutlich langsamer as Kontrollzellen. Die
Western Blot Analyse erfolgte mit spezifischen Antikorpern und anschlieBendem Nachweis
gebundener Sekundarantikdrper mittels Chemolumineszens. Unterschiede bei der Expression des
Zellzyklus-Inhibitors p21 zeigten sich insbesondere bei NCI H460 Zellen, denn CA-PKB/Akt-
exprimierende Zellen wiesen eine deutliche Doppelbande auf Hohe von p21"® auf, was auf
Phosphorylierung schlieRen lasst.

4.2.2. Expression von konstitutiv aktivem PKB/Akt verhindert Anoikis

MCF10A Zellen
Nach der erfolgreichen Etablierung und Charakterisierung von CA-PKB/Akt-exprimierenden

Zéelllinien, sollten nun zellulare Effekte untersucht werden, die durch konstitutive Aktivierung

von PKB/Akt hervorgerufen werden. Nicht-transformierte Zellen unterlaufen in Zellkultur
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normalerweise Apoptose, wenn sie die Anhaftung an extrazellulare Matrix verlieren. Dieser
Vorgang wird als Anoikis bezeichnet [167]. Tumorzellen miissen Mechanismen entwickelt
haben, um sich aus ihrer normalen Umgebung zu I6sen und in andere Gewebe einzuwandern
ohne Anoikis zu unterlaufen. Da die Anhaftung von membranstdndigen Integrinen an
extrazelluldre Matrix ein Uberlebenssignal durch die Aktivierung der Pls-Kinase vermittelt
[168], wurden kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende Einzelzellklone der
immortalisierten aber nicht transformierten Brustephithel-Zelllinie MCF10A auf die

Unterdriickung von Anoikis untersucht.
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Abb. 4-14 CA-PKB/Akt verhindert Anoikis in MCF10A Zellen. (A) Mikroskopische Analyse von kontroll-
transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen nach 24h Inkubation in
Hungermedium, Hungermedium & Wachstumsfaktoren sowie Kulturmedium. Kontrollzellen weisen
unter Niedrig-Serum-Bedingungen deutliche Anzeichen von Anoikis auf. (B) Die Ergebnisse des
Apoptose ELISA, der zytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-Fragmente als Marker von Apoptose
detektiert, verdeutlichen die mikroskopische Analyse. Das Anhaften der Zellen wurde bei der
Durchfiihrung des Apoptose ELISA durch Beschichtung der Zellkulturschale mit Poly-HEMA
verhindert. WF - Wachstumsfaktorcocktail aus EGF, PDGF und Insulin

Dazu wurden jeweils drei Ansdtze von kontroll-transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-
exprimierenden Einzelzellklonen in groem Volumen (3ml) Hungermedium, Hungermedium
& Wachstumsfaktoren sowie Kulturmedium in 6-Loch-Platten ausgeséat und flr 24h inkubiert.

Die mikroskopische Analyse in Abbildung 4-14A offenbart, dass Kontrollzellen unter
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Hungerbedingungen deutliche Anzeichen fiir das Auftreten von Anoikis zeigten, wéhrend
CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen auch unter diesen Bedingungen unbeeinflusst blieben.
Zugabe von Wachstumsfaktoren (mittlere Bilder) bzw. Komplettmedium (rechte Bilder)
unterdriickten das Erscheinen von Anoikis sowohl in Kontrollzellen als auch CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen. Ein vergleichbares Ergebnis ergab sich bei der Durchfiihrung eines
Apoptose ELISA, der zytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-Fragmente erkennt, die als
phanotypische Marker von Apoptose gelten (Abb. 4-14B). Kontrollzellen unterliefen unter
Hungerbedingungen Anoikis, was sich durch das Auftreten dieses Apoptose-Markers
beobachten lieB. Durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren lieR sich auch in diesem
Experiment das Auftreten von Anoikis und somit auch von DNA-Fragmentierung in Kontroll-
zellen verhindern. CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen wiesen hingegen unter samtlichen
Kulturbedingungen keine phanotypischen Marker von Anoikis oder Apoptose auf.

Diese Experimente zeigen, dass immortalisierte  MCF10A Zellen unter bestimmten
Kulturbedingungen Anoikis unterlaufen kénnen, wenn die Matrix-Anhaftung der Zellen
verloren geht. Die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase ist ausreichend, um
das Auftreten von Anoikis in MCF10A Zellen zu unterdriicken.

Zur Klarung, ob eine Aktivierung der Focal Adhesion Kinase (FAK), einer Tyrosinkinase, die
in den Fokalkontakten an der Weiterleitung von Signalen der Integrine beteiligt ist [180], mit
der PKB/Akt-vermittelten Unterdriickung von Anoikis einhergeht, wurden kontroll-
transfizierte bzw. CA-PKB/Akt-exprimierende Einzelzellklone unter verschiedenen Kultur-
bedingungen inkubiert, FAK immunoprazipitiert und Kinaseaktivitatstests mit Poly-Glu-Tyr
als artifiziellem Substrat durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.4.13.). Abbildung 4-15A zeigt den
Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von immunoprézipitierter FAK unter verschiedenen
Kulturbedingungen, wahrend in Abbildung 4-15B die jeweilige Kinaseaktivitat von FAK
dargestellt ist.

Nach Kultivierung der Kontrollzelllinie in Hungermedium war FAK sowohl ohne als auch
mit Matrix-Anhaftung in gleichem Male phosphoryliert, zeigte aber im Aktivitatstest nur eine
relativ geringe Kinaseaktivitat. In CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen war in Bakterien-
schalen (keine Matrix-Anhaftung der Zellen) sowohl ein hoherer Phosphorylierungsgrad als
auch eine hohere Kinaseaktivitdt im Vergleich zur Kultivierung in Kulturschalen (Matrix-
Anhaftung der Zellen) zu beobachten. Die FAK-Kinaseaktivitdt in den CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zelllinien war insgesamt deutlich hoher als in den Kontrollzellen. Generell
war jedoch in allen Ansatzen zu erkennen, dass FAK in Zellen ohne Matrix-Anhaftung

starkere Kinaseaktivitat aufwies als in Zellen mit Matrix-Anhaftung.
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Unter Kulturmedium-Bedingungen zeigten sich keine Unterschiede zwischen Kontrollzellen
und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien. Sowohl der Phosphorylierungsgrad als auch die
Kinaseaktivitdt von FAK war jeweils vergleichsweise hoher, wenn die Zellen an der Matrix
anhafteten als wenn sie nicht anhaften konnten. Ebenso war die FAK-Kinaseaktivitat in
Kulturmedium deutlich hoher als in Hungermedium. Unter Kulturbedingungen scheinen

daher andere Faktoren eine Aktivierung von FAK zu bewirken als unter Hungerbedingungen.

g

A Hungermedium Kulturmedium
. CA-Akt  CA-Akt . CA-Akt  CA-Akt
Wildtyr 0 #35 Wildtyp 0 #35
B K B K B K B K B K B K
a-pTyr ——— - —— - - e @
97— 97—
a-FAK - Sy - - - '—“-—-'-owdw
97— 97—
Apoptose +(+H - - - - - - - - -
B Hungermedium Kulturmedium
9000 14000
= % E 12000
£ 6000 B 10000 [ Bakterierschle|
3 ] prm— & WK dturschele
2 E —
x 3000 ¥ 4000
& a0 =
oo Bl

o

MCF10A  MCF189.220 MCF189.2/35 MCF10A  MCF189.2/20 MCF189.2/35

Abb. 4-15 Beteiligung von Focal Adhesion Kinase an der PKB/Akt-vermittelten Unterdriickung von
Anoikis. (A) Western Blot Analyse des Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von immunoprazipitierter
FAK aus Kontrollzellen bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen nach 16h Inkubation in
Bakterien- (B) bzw. Kulturschalen (K) in Hunger- respektive Kulturmedium. Die Western Blot
Analyse erfolgte mit anti-Phospho-Tyr- bzw. anti-FAK-Antikérper und anschliefendem Nachweis
gebundener Sekundérantikorper mittels Chemolumineszens. Das Auftreten von Anoikis wurde
mikroskopisch-phénotypisch bestimmt. (B) Kinaseaktivitatstest mit immunoprézipitierter FAK.

Die Ergebnisse zeigen, dass in Kontrollzellen, die unter Hungerbedingungen Anoikis
unterlaufen, FAK auch bei Matrix-Anhaftung stark phosphoryliert ist. Die Kinaseaktivitat ist
allerdings niedriger als in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen. Insgesamt scheint FAK nur

eine untergeordnete Rolle in der Unterdriickung von Anoikis durch PKB/AKkt zu spielen.
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4.2.3. Vermittlung von Chemoresistenz durch Expresson von konstitutiv
aktivem PKB/Akt

Neben der Verhinderung von Anoikis und der Vermittlung anti-apoptotischer Signale scheint
die Kinase PKB/Akt auch beim Auftreten von Chemoresistenz beteiligt zu sein. So zeigten
sich ovariale Tumorzellen, die konstitutiv aktives PKB/Akt exprimierten oder eine
Amplifikation des Akt2-Gens aufwiesen, gegenuber der Behandlung mit Paclitaxel deutlich
weniger sensitiv als Tumorzellen, die eine niedrige PKB/Akt Expression besalen [114]. Die
molekularen Zusammenhange der anti-apoptotischen Wirkung von PKB/AKkt sind in der
Literatur sehr ausfihrlich beschrieben, es gibt jedoch nur wenige Daten, die eine direkte
Beteiligung von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz belegen. Daher sollte
Uberprift werden, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen der konstitutiven Aktivierung

von PKB/Akt und der Desensitivierung gegenliber Chemotherapeutika besteht.

MCF10A SK-OV-3

Substanz IC50 IC50 Faktor
Wildtyp  CA-Akt
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8

Substanz IC50 IC50 Faktor

Wildtyp CA-AKkt
0,4uM
2,5uM

~
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ol Mitoxantron| 0,02uM 0,2uM
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Konzentration Mitoxantron [puM]

Abb. 4-16 Vergleich der ICsp-Werte von kontroll-transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden
MCF10A, SKOV3 und A549 Zelllinien nach Behandlung mit verschiedenen Zytostatika.
Kontroll-transfizierte und PKB/Akt-exprimierende Zellen wurden unter Hungerbedingungen fir 72h
mit Zytostatika behandelt und anschlieBend die Viabilitdt mittels eines XTT-Tests bestimmt. In
PKB/Akt-exprimierenden A-549 Zellen lieR sich im Vergleich zur kontroll-transfizierten Parental-
zelllinie eine sehr starke Desensitivierung gegentiber Mitoxantron detektieren. Exemplarische
Darstellung einer Dosis-Wirkungskurve fir die Behandlung mit Mitoxantron.

CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A, SK-OV-3, A-549 und NCI H460 Zelllinien wurden
im Vergleich mit ihren kontroll-transfizierten Parentalzelllinien hinsichtlich ihres
Ansprechens auf verschiedene Chemotherapeutika untersucht (siehe Abschnitt 3.3.8.).
Abbildung 4-16 zeigt die Zusammenfassung der 1Cso-Werte der kontroll-transfizierten und

CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien bei Behandlung mit verschiedenen Zellzyklus-
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spezifischen (Taxol, 5-FU) bzw. Zellzyklus-unspezifischen Chemotherapeutika (Mitoxantron,
Cis Platin, Doxorubicin). Fir die Substanz 5-FU lieRen sich weder in MCF10A noch in SK-
OV-3 oder A-549 Zelllinien ICs-Werte bestimmen, da sich diese Zelllinien bei den
verwendeten Inkubationszeiten auch bei Konzentrationen bis 316uM nicht oder nur schwach
sensitiv gegentiber diesem Chemotherapeutikum zeigten. Die Experimente zur Bestimmung
der Chemosensitivitat wurden jeweils mindestens dreimal unabhéngig voneinander und mit
verschiedenen CA-PKB/Akt-exprimierenden Klonen reproduziert, um klonale Effekte und
Artefakte auszuschlieRRen.

CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A Zellen wiesen im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine
schwache Desensitivierung gegeniber den getesteten Chemotherapeutika auf. Fir
Mitoxantron und Cis Platin konnte hierbei die groRte Verschiebung der ICso um den Faktor
2,2 bzw. 2 beobachtet werden. In CA-PKB/Akt-exprimierenden bzw. kontroll-transfizierten
SK-OV-3 Zelllinien lieRen sich keine Unterschiede in der Sensitivitdt gegenlber den
getesteten Chemotherapeutika detektieren. Fiir CA-PKB/Akt-exprimierende A-549 Zelllinien
konnte eine starke Desensitivierung gegeniiber Mitoxantron (Faktor 10) und Cis Platin
(Faktor 5) im Vergleich zur Kontrollzelllinie beobachtet werden, wahrend sich fir
Doxorubicin und Taxol keine bzw. nur eine minimale Verschiebung der 1Cso-Werte ergab.
Die stérkste Desensitivierung gegenuber den getesteten Chemotherapeutika konnte in CA-
PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien detektiert werden (Abb. 4-17). Fir die
Zellzyklus-unspezifischen Chemotherapeutika Mitoxantron, Doxorubicin und Cis Platin
zeigte sich im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine sehr starke Verschiebung der ICso-Werte
um den Faktor 20, 14 bzw. 9,3. Fir Zellzyklus-spezifisches Taxol bzw. 5-FU lieRen sich
lediglich schwachere Verschiebungen der 1Csp-Werte um den Faktor 2,5 bzw. 3 beobachten.
Aus diesen Experimenten geht hervor, dass konstitutive Aktivierung von PKB/Akt zur
Desensitivierung der Zelllinien MCF10A, A-549 und NCI H460 gegeniuber Chemo-
therapeutika flhrt. Insbesondere in NCI H460 Zellen waren die 1Cso-Werte von Mitoxantron,
Doxorubicin und Cis Platin durch die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase
deutlich erhoht. Die Zelllinie SK-OV-3 weist unter Hungerbedingungen bereits eine sehr hohe
endogene PKB/Akt-Kinaseaktivitat auf (siehe Abb. 4-12A), so dass die zusatzliche
Expression von ektopischem CA-PKB/Akt keine weitere Desensitivierung gegentiber Chemo-
therapeutika nach sich zieht. In weiteren Experimenten sollten nun die molekularen
Mechanismen der Desensitivierung von CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen

gegeniiber Mitoxantron und Cis Platin untersucht werden.
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Abb. 4-17 Dosis-Wirkungskurven von kontroll-transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI
H460 Zelllinien. Kontroll-transfizierte und PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden
unter Hungerbedingungen flir 72h mit Zytostatika behandelt und anschlieBend die Viabilitat mittels
eines XTT-Tests bestimmt. Durch die Expression von konstitutiv aktiver PKB/Akt-Kinase zeigte sich
eine verminderte Sensitivitat gegenliber Zellzyklus-unspezifischen Chemotherapeutika, wéhrend sich
nur eine geringe Verminderung der Sensitivitdt gegenuber Zellzyklus-spezifischen Chemothera-

peutika beobachten lieR.

4.2.4. Mechanistische Charakterisierung der Chemoresistenz in CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen

Die meisten der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika toten Tumorzellen (ber

die Induktion von Apoptose [173]. Bei der Auslosung von Apoptose werden verschiedene

Signalwege unterschieden. Ein Weg umfasst die Auslésung von Apoptose durch membran-

stdndige Rezeptoren (sogenannte Todesrezeptoren) wie beispielsweise TNFa- oder Fas-

Rezeptoren, die nach Bindung ihres Liganden Adaptermolekiile rekrutieren und so den Ablauf

einer Caspase-Kaskade einleiten, was schliellich zum Absterben der Zelle fuhrt (siehe Abb.

1-5 und 1-6) [66]. Zytostatika konnen hierbei indirekt die Expression von Liganden der
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Todesrezeptoren induzieren (z.B. Fas-L) oder das Adaptermolekiil FADD in den ,,Death-
inducing signaling complex* (DISC) rekrutieren und somit den Todesrezeptor-Signalweg
aktivieren [173]. Eine weiterer Signalweg zur Auslésung von Apoptose wird durch Entzug
von Wachstumsfaktoren oder durch andere Stresssignale ausgeltst. Proteine der Bcl-2
Familie regulieren hierbei die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, was
wiederum eine Caspase-Kaskade initiiert, die schlieBlich zu Apoptose fiihrt [66]. So sorgen
verschiedene Zytostatika indirekt fur die Induktion der Expression von Bax, einem pro-
apoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie und somit flr eine Verschiebung der Balance
innerhalb der Zelle in Richtung Apoptose [181]. Als Antwort auf das Auftreten von DNA-
Schaden nach Behandlung mit Chemotherapeutika, die beispielsweise DNA alkylieren und
quervernetzen, wird das Tumorsuppressorprotein p53 an mehreren Serinresten durch
verschiedene Serin-/ Threonin-Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 phosphoryliert
und aktiviert (siehe Abb. 1-9) [97-109]. Nach seiner Aktivierung kann p53 in den Zellkern
translozieren und dort durch Transkription verschiedener Gene zum einen Zellzyklusarrest
und DNA-Reparatur zum anderen aber auch Apoptose induzieren [106]. Charakteristisch fur
alle Signalwege zur Auslésung von Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen [67-69].
Diese Cystein-Proteasen werden in der Zelle als inaktive Zymogene synthetisiert, die durch
proteolytische Abspaltung der Pro-Doméne aktiviert werden [68]. Innerhalb der
proteolytischen Kaskade werden je nach ihrer Aufgabe die Initiator-Caspase 8, 9, 10 und die
Effektor-Caspasen 2-7 und 11-13 unterschieden, wobei die Effektor-Caspasen an der
Spaltung zellulérer Proteine und somit der Einleitung von Apoptose beteiligt sind (siehe Abb.
1-5) [68]. PKB/Akt kann apoptotische Stimuli unterdriicken, indem es in diese Signalwege
eingreift. So werden u.a. die Initiator-Caspase 9, das pro-apoptotische Bcl-2-Homolog Bad
und Forkhead Transkriptionsfaktoren, die die Expression des Fas-L modulieren, durch
PKB/AKkt direkt phosphoryliert und in ihrer Funktion inaktiviert (siehe Abb. 1-11) [116].

Aktivierung von Caspasen nach Behandlung mit Zytostatika

Zur  mechanistischen  Untersuchung der durch CA-PKB/Akt hervorgerufenen
Desensitivierung insbesondere gegentiber den Chemotherapeutika Mitoxantron und Cis Platin
in NCI H460 Zelllinien wurde zuerst die Aktivierung verschiedener Caspasen sowie des
Caspase 3/7-Substrates PARP in der Western Blot Analyse betrachtet (Abb. 4-18).

Dazu wurden zundchst aus den Dosis-Wirkungskurven der mit Mitoxantron und Cis Platin
behandelten kontroll-transfizierten NCI H460 Zellen 1Cg-Werte bestimmt. Da bei der
Bestimmung der Dosis-Wirkungskurven die Substanz-Inkubationsdauer 72h betrug, wurde

fir die Analyse der Caspase-Signalwege als Konzentration die 1Cgy gewéhlt, um auch bei
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kirzerer Inkubationszeit in den Kontrollzellen eine starke Caspase-Aktivierung zu erreichen
und eventuelle Unterschiede zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich zu erkennen
[169]. Die optimale Inkubationszeit der Zelllinien mit Mitoxantron (24h) respektive Cis Platin
(36h) wurde mittels Apoptose-ELISA sowie Western Blot Analyse zu unterschiedlichen
Zeitpunkten bestimmt (Daten nicht gezeigt).

Wildtyp CA-PKB/Akt
unbehandelt  150NM Mito- 20uM Cis- unbehandelt  150nM Mito- 20uM Cis-
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Abb. 4-18 Aktivierung von Caspasen nach Inkubation von kontroll-transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zelllinien mit Mitoxantron (24h / 150nM) sowie Cis Platin (36h /
20uM). Die Detektion der einzelnen Caspasen (roter Pfeil) bzw. deren Fragmente (griiner Pfeil) in
Zellextrakten erfolgte mittels Western Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern fir die
entsprechenden Caspasen bzw. deren geschnittene Fragmente und anschlieBendem Nachweis
gebundener Sekundérantikorper mittels Chemolumineszens. ++, starke Aktivierung, +, schwache
Aktivierung.

In Cis Platin behandelten Kontrollzellen liel sich eine starke Aktivierung der beiden
Schliissel-Caspasen 8 und 9, der Effektor-Caspasen 3 und 7 sowie des Caspase-Substrates
PARP beobachten, wahrend sich in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nur eine wesentlich

schwéchere Aktivierung der Schliissel-Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-Caspase 7 aber
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keine Aktivierung von Caspase 3 und Spaltung von PARP zeigte. Nach Behandlung der
Kontrollzellen mit 150nM Mitoxantron fir 24h lie} sich lediglich eine sehr schwache
Aktivierung von Caspase 9 und 7 beobachten, wéhrend die anderen analysierten Caspasen nur
im ungeschnittenen Zustand vorlagen. In CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen hingegen kam
es durch die Behandlung mit Mitoxantron zu keiner nachweisbaren Caspase-Aktivierung.
Insgesamt lie3en sich bei Behandlung der Zelllinien mit Cis Platin quantitative Unterschiede
in der Aktivierung der Caspasen 8, 9 und 7 sowie qualitative Divergenzen in der Spaltung von
Caspase 3 sowie des Substrats PARP detektieren, wéhrend sich bei Behandlung der Zelllinien
mit Mitoxantron schwache qualitative Differenzen ausschlieflich hinsichtlich der Aktivierung

von Caspase 9 und 7 zeigten.

Wildtyp CA-PKB/Akt

unb. 0,44M 1uM 1,5uM unb. 0,4puM 1uM 15uM

a-Caspase 8

ﬁ
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a-Caspase 7
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++
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Abb. 4-19 Aktivierung von Caspasen nach Behandlung von kontroll-transfizierten bzw. CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zelllinien mit unterschiedlichen Konzentrationen Mitoxantron fiir
36h. Die Detektion der einzelnen Caspasen (roter Pfeil) bzw. deren Fragmente (griner Pfeil) in
Zellextrakten erfolgte mittels Western Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern fir die
entsprechenden Caspasen und anschlieBendem Nachweis gebundener Sekundarantikdrper mittels
Chemolumineszens. ++, starke Aktivierung, +, schwache Aktivierung.

Um die Unterschiede in der Aktivierung der einzelnen Caspasen zwischen kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien bei Behandlung mit Mitoxantron

genauer untersuchen zu konnen, wurde der Versuch mit hoheren Mitoxantron-
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Konzentrationen (400nM, 1uM bzw. 1,5uM) und verlangerter Inkubationsdauer (36h)
wiederholt (Abb. 4-19). Die augenscheinlichsten Unterschiede zwischen kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen zeigten sich wiederum in der
Aktivierung der Effektor-Caspasen 3/7 sowie in der Spaltung von PARP, die in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen bei allen Konzentrationen schwécher ausfielen. Eine
Aktivierung von Caspase 8 erfolgte in beiden Zelllinien nur ab einer Konzentration von 1uM,
wobei diese in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen ebenfalls geringfugig schwéacher zu
beobachten war. Fir Caspase 9 ergab sich eine schwache Aktivierung in Kontrollzellen,
wahrend es in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen zu keiner Spaltung (und damit
Aktivierung) dieser Schlissel-Caspase kam. Auch in diesem Experiment lieBen sich
Unterschiede in der Aktivierung der Caspasen beobachten, wobei sich die Ergebnisse bei
Behandlung mit Cis Platin eindeutiger als bei Behandlung mit Mitoxantron darstellten. Die
Aktivierung von Caspasen war bei Behandlung mit Mitoxantron allgemein schwéacher und
wurde groRtenteils erst bei Konzentrationen erreicht, die hoher als der 1Cgo-Wert lagen.

Um die Aktivierung der beiden Schlussel-Caspasen 8/9 sowie der Effektor-Caspase 3
quantifizieren zu kénnen, wurden Aktivitatstests mit Lysaten von kontroll-transfizierten und
CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien nach Behandlung mit Mitoxantron (24h /
400nM) und Cis Platin (36h / 20uM) bzw. ohne Zytostatika-Behandlung durchgefuhrt (siehe
Abschnitte 3.4.15.-3.4.17.). Der Nachweis von aktivierter Caspase in Zelllysaten erfolgte
durch proteolytische Spaltung eines Caspase-spezifischen chromogenen Substrats, wodurch
p-Nitroanilin freigesetzt wird und quantifiziert werden kann. Die Ergebnisse dieser Caspase-
Aktivitatstests sind in Abbildung 4-20 zusammengefasst.

Durch Inkubation der Kontrollzellen mit 400nM Mitoxantron fir 24h lieR sich in
Zellextrakten eine Caspase 3 Aktivitdt von 14,6pmol/min detektieren, die nahezu der
Aktivitat von 30U rekombinanter Caspase 3 entsprach. Nach Zugabe eines spezifischen
Caspase 3 Inhibitors liel sich in den Zellextrakten nahezu keine Caspase 3 Aktivitat
detektieren, was die Spezifitat des chromogenen Substrats flr Caspase 3 verdeutlicht. In CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien lieR sich nur eine schwache Steigerung der Caspase 3
Aktivitat nach Behandlung mit Mitoxantron beobachten. Es fiel darlber hinaus auf, dass die
Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien
nach Mitoxantron-Behandlung im Aktivitatstest deutlicher zu erkennen waren als in der
Western Blot Analyse (siehe Abb. 4-19). Auch nach Behandlung der Zelllinien mit 20uM Cis
Platin fur die Dauer von 36h zeigte sich in Kontrollzellen eine deutlich stérkere Aktivierung

der Effektor-Caspase 3 im Vergleich zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien.
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Analog zur Western Blot Analyse konnte im Aktivitatstest sowohl fur kontroll-transfizierte
als auch CA-PKB/Akt-exprimierende Zelllinien nur eine sehr geringe Caspase 8 Aktivierung

nach Behandlung mit 400nM Mitoxantron gemessen werden. Deutliche Unterschiede

zwischen den einzelnen Zelllinien in der Caspase 8 Aktivierung traten hingegen - wie schon
in Abbildung 4-18 zu sehen - bei Inkubation mit 20uM Cis Platin auf. Wahrend in Kontroll-
zellen die Caspase 8 Aktivitat 5,3pmol/min betrug, lieB sich die Aktivitdt zweier CA-

PKB/Akt-exprimierender Klone auf nur 1,1 bzw. 2,4pmol/min bestimmen.
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Abb. 4-20 Nachweis der Aktivitit der Caspasen 3, 8 und 9 in Zellextrakten nach Behandlung von
kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien mit
Mitoxantron (400nM/24h) bzw. Cis Platin (20uM/36h). Der Nachweis von aktivierter Caspase in
Zelllysaten erfolgte durch proteolytische Spaltung eines Caspase-spezifischen chromogenen
Substrats, wodurch p-Nitroanilin freigesetzt wurde und quantifiziert werden konnte.

Im Caspase 9 Aktivitatstest konnte nach der Behandlung der Zelllinien mit 400nM

Mitoxantron in Kontrollzellen eine deutliche Aktivierung beobachtet werden. In PKB/Akt-
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exprimierenden Zellen ergab sich auch bei mehrfacher Wiederholung des Experiments kein
eindeutiges Bild. Wie bereits in der Western Blot Analyse (Abb. 4-18 und 4-19) zeigte sich,
dass die Aktivierung von Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien tendenziell
eher niedriger als in Kontrollzellen war. Nach Behandlung der Zelllinien mit 20uM Cis Platin
lieR sich eine signifikant starkere Aktivierung von Caspase 9 in kontroll-transfizierten Zellen
im Vergleich zu CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen detektieren.

Alle Caspase-Aktivitatstests wurden mit vergleichbaren Ergebnissen mehrmals reproduziert.
Die bereits in der Western Blot Analyse gefundene differenzielle Aktivierung der einzelnen
Caspasen konnte in den Aktivitatstests erneut beobachtet werden, wobei in Analogie zur
Western Blot Analyse auch hier die Unterschiede in Cis Platin behandelten Zelllinien
deutlicher hervortraten als in Mitoxantron behandelten Zelllinien.

Zusammenfassend lasst sich aus den Caspase-Aktivierungsstudien ableiten, dass nach der
Behandlung mit Zytostatika die Caspase-Aktivitadt in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen
tendenziell niedriger war als in Kontrollzellen. Da hierbei sowohl der mitochondriale
Signalweg durch Spaltung der Initiator-Caspase 9 als auch der Todesrezeptor-Signalweg uber
Proteolyse der Initiator-Caspase 8 aktiviert zu sein scheint, sollten nun beide Signalwege zur
Aufklarung der molekularen Unterschiede der Caspase-Aktivierung zwischen kontroll-

transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien eingehender untersucht werden.

Molekulare Untersuchung des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs

Zundachst wurden daher verschiedene Mechanismen des mitochondrialen Apoptose-Signal-
wegs - wie bereits in Abbildung 1-7 dargestellt - betrachtet. Der initiale Schritt der Caspase 9
Aktivierung ist die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol. Zur
Bestimmung der Cytochrom C-Verteilung wurden Lysate von unbehandelten sowie
Mitoxantron- (8h / 400nM) bzw. Cis Platin-behandelten (8h / 20uM) kontroll-transfizierten
bzw. CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien fraktionell zentrifugiert. AnschlieBend wurde
die Cytochrom C-Konzentration der mitochondrialen und der zytosolischen Fraktion im
ELISA quantifiziert (siehe Abschnitt 3.4.18). Aus Abbildung 4-21A geht hervor, dass es
durch Behandlung der Zelllinien mit beiden Zytostatika im Vergleich zu unbehandelten
Zellen zu einer deutlichen Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol
kommt. Diese Freisetzung ist aber in kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen vergleichbar stark.

Zytosolisches Cytochrom C kann nach seiner Freisetzung an Apaf-1 binden. Gemeinsam mit
Caspase 9 aggregiert dieser Komplex zum ,,Apoptosom®, wobei es zur Aktivierung von

Caspase 9 kommt [90]. Da Unterschiede der Caspase 9 Aktivierung in einer ungleichen
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Expressionsrate von Apaf-1 begriindet sein kdnnten, wurden kontroll-transfizierte und CA-
PKB/Akt-exprimierende Zelllinien im unbehandelten und Zytostatika-behandelten Zustand

auf die Expression von Apaf-1 untersucht.
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Abb. 4-21 Western Blot Analyse von Komponenten des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs.

(A) Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden zur
Detektion der Cytochrom C Freisetzung aus Mitochondrien mit Mitoxantron (400nM/8h) bzw. Cis
Platin (20uM/8h) behandelt, die Zelllysate - wie in Abschnitt 3.4.18 beschrieben - fraktionell
zentrifugiert und anschlieBend im Cytochrom C ELISA untersucht. Beide Zelllinien setzen nach
Behandlung mit Zytostatika &hnliche Mengen Cytochrom C frei. (B) Kontroll-transfizierte und CA-
PKBJ/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden mit Mitoxantron (400nM/24h) bzw. Cis Platin
(20puM/36h) behandelt und die Zelllysate in der Western Blot Analyse mit einem spezifischen
Antikdrper auf Apaf-1 Expression untersucht. Der Nachweis gebundener Sekundarantikérper erfolgte
mittels Chemolumineszens. Beide Zelllinien zeigen unter den verschiedenen Bedingungen jeweils
eine vergleichbare Expression von Apaf-1. (C) Unbehandelte kontroll-transfizierte und CA-
PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden unter Hunger- und Vollmediumbedingungen
kultiviert, Pro-Caspase 9 mit einem spezifischen Antikorper immunoprézipitiert und in der Western
Blot Analyse mit einem anti-Phospho-Caspase 9-Antikorper auf den Phosphorylierungsgrad
untersucht. Der Nachweis gebundener Sekunddrantikdrper erfolgte mittels Chemolumineszens.
Insgesamt scheint dabei Pro-Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen unter Hunger-
bedingungen den héchsten Phosphorylierungsgrad an Ser*® aufzuweisen.
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Durch Behandlung der Zellen mit Mitoxantron und Cis Platin erfolgte eine Induktion der
Apaf-1-Expression. Diese Induktion war allerdings in kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien vergleichbar stark, so dass auch hier keine molekularen
Unterschiede zwischen Kontrollzellen und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen detektiert
werden konnten (Abb. 4-21B).

Ein weiterer beschriebener Mechanismus, der zu einer schwécheren Aktivierung von Pro-
Caspase 9 fiihrt, ist die Phosphorylierung von Pro-Caspase 9 an Ser*® durch PKB/Akt. Diese
Phosphorylierung verhindert die Spaltung von Pro-Caspase 9 und somit die Initiation der
proteolytischen Caspase-Kaskade [171]. Daher wurde Pro-Caspase 9 mit einem spezifischen
Antikérper immunoprazipitiert und anschlieBend auf seinen Phosphorylierungsstatus
Uberprift. Insbesondere unter Hungerbedingungen zeigte sich, dass Pro-Caspase 9 in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen etwas starker phosphoryliert war als in Kontrollzellen (Abb.
4-21C). In Vollmedium ist dieser Effekt nur in sehr abgeschwéchter Form zu beobachten, da
der Grad der Phosphorylierung unter diesen Bedingungen insgesamt deutlich niedriger ist. Da
die Behandlung der Zellen mit Zytostatika unter Hungerbedingungen durchgefihrt wurde, ist
es moglich, dass die Aktivierung von Caspase 9 teilweise durch deren verstarkte
Phosphorylierung in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen kompensiert wurde.

Die Regulation der Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien erfolgt tiber die
Balance zwischen anti- und pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie [83].
Nach Heterodimerisierung koénnen einige dieser Proteine in der mitochondrialen Membran
porenartige Komplexe bilden, wobei das Verhaltnis von pro- zu anti-apoptotischen Bcl-2-
Homologen daruiber entscheidet, ob Cytochrom C freigesetzt wird oder nicht [84-86]. Daher
wurden nun die Expressionsmuster von funf Proteinen dieser Familie in unbehandelten sowie
Mitoxantron- (400nM/24h) und Cis Platin-behandelten (20uM/36h) kontroll-transfizierten
und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien betrachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-
22 zusammengefasst.

Die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bfl-1 und Bcl-x. war nach Behandlung
mit Zytostatika sowohl in Kontrollzellen als auch CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen
unverandert. Ein Unterschied in der Expression von Bcl-2 und Bfl-1 zwischen kontroll-
transfizierten und CA-PKB/AKkt-exprimierenden Zellen konnte nicht beobachtet werden. Die
Expression von Bcl-x. hingegen war in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich erhoht.
Keine Expressionsunterschiede lieRen sich fir die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bcl-xs

detektieren, wobei die Expression von Bcl-xs insgesamt sehr niedrig war. Bei Behandlung der
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Zellen mit Zytostatika stieg die Expression von Bax sowohl in kontroll-transfizierten als auch
CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich an.

Wildtyp CA-PKB/Akt
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Abb. 4-22 Western Blot Analyse der Expression von Mitgliedern der Bel 2-Familie. Kontroll-transfizierte
und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden mit Mitoxantron (400nM/24h) bzw.
Cis Platin (20uM/36h) behandelt und die Zelllysate in der Western Blot Analyse mit spezifischen
Antikérpern untersucht. Der Nachweis gebundener Sekundérantikérper erfolgte mittels Chemo-
lumineszens. Weder bei den pro-apoptotischen (Bax, Bcl-xs) noch bei anti-apoptotischen Proteinen
(Bcl-2, Bfl-1) sind Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden
Zelllinien festzustellen, wéahrend Bcl-x_ in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen verstarkt exprimiert
wird.

Insgesamt zeigten sich also keine Expressionsunterschiede fiir die pro-apoptotischen Proteine
Bax und Bcl-xs sowie die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bfl-1 zwischen kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien. Ein anti-apoptotisches Signal
konnte die verstarkte Expression von Bcl-x. in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen
darstellen. Dariiber hinaus ware es moglich, dass die Funktionalitét einiger Proteine z.B.
durch Phosphorylierung herabgesetzt ist, wozu aber weitere Untersuchungen z.B. mit

phospho-spezifischen Antikdrpern nétig waren.

Molekulare Untersuchung des Todesrezeptor-vermittelten Apoptose-Signalwegs

In den Caspase-Aktivitatsuntersuchungen konnte nach Behandlung der NCI H460 Zelllinien
mit Zytostatika neben der differenziellen Aktivierung der Initiator-Caspase 9 auch eine
differenzielle Aktivierung der Initiator-Caspase 8 nachgewiesen werden, weshalb nunmehr
verschiedene Mechanismen und Faktoren des Fas-Rezeptor Signalwegs - wie bereits in
Abbildung 1-5 dargestellt - untersucht werden sollten. Der Fas-Rezeptor Signalweg spielt in
der Zytostatika-vermittelten Apoptose eine wichtige Rolle [173]. Die Exposition von Zellen

mit bestimmten Chemotherapeutika fiihrt zum p53-vermittelten Transport von Fas-R aus dem
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Golgi-Apparat an die Zelloberflache, wo diese trimerisieren und somit die Bildung des
,Death-inducing signaling complex” (DISC) aus dem Adaptermolekil FADD und Pro-
Caspase 8 induzieren kénnen [174, 175]. Die Aktivierung von Pro-Caspase 8 kann durch die
Interaktion von c-FLIP mit dem DISC inhibiert werden [75]. Hieraus ergeben sich mehrere
Mechanismen, die eine Desensitivierung gegenuber Zytostatika vermitteln kdénnten. Zum
einen konnte eine unterschiedliche Oberflachenexpression des Fas-R eine geringere
Sensitivitat gegeniiber Chemotherapeutika bewirken. Zum anderen ware es denkbar, dass die
Expression des Adapterproteins FADD oder aber die Expression des inhibitorischen Proteins
c-FLIP verandert und somit die Ausbildung des DISC bzw. die Aktivierung der Pro-Caspase
8 modifiziert sein kénnte.

Daher wurde zum einen eine FACS Analyse durchgefuhrt, bei der die Oberflachenexpression
des Fas-R in unbehandelten sowie Mitoxantron- (400nM/24h) und Cis Platin-behandelten
(20uM/36h) Zelllinien bestimmt wurde (siehe Abschnitt 3.4.19.). Dariber hinaus wurden in
der Western Blot Analyse Gesamtzelllysate auf die Expression von Fas-R, FADD und c-FLIP
untersucht.

Fas-Rezeptoren konnen nur aktiviert werden, wenn sie sich membranstandig an der
Zelloberflache befinden. Intrazellulér gespeicherte Fas-Rezeptoren miissen somit nach einem
apoptotischen Stimulus zunéchst an die Zelloberflache transportiert werden, ehe sie dort
aktiviert werden konnen. In der FACS Analyse konnte eine deutliche Steigerung der
Oberflachenexpression des Fas-R nach Behandlung der Zellen mit Mitoxantron (400nM/24h)
bzw. Cis Platin (20uM/36h) im Vergleich zu unbehandelten Zellen beobachtet werden (Abb.
4-23A). Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende Zelllinien wiesen dabei
jedoch keine Unterschiede auf.

Nachdem in der FACS Analyse keine Unterschiede in der Zytostatika induzierten
Translokation der Fas-Rezeptoren an die Zelloberflache zu beobachten waren, wurden die
behandelten Zellextrakte nun auf Unterschiede in der Expression verschiedener Proteine des
Todesrezeptorsignalwegs untersucht. In der Western Blot Analyse wurden dabei keine
Unterschiede in der Gesamtexpression von Fas-R, FADD und c-FLIP zwischen kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien detektiert (Abb. 4-23B). Auffallig
hierbei war, dass die Gesamtproteinmenge des Fas-R auch nach Behandlung der Zelllinien
mit Mitoxantron und Cis Platin konstant blieb. Dies bestétigt die Beobachtung, dass im Golgi-
Apparat gespeicherte Fas-Rezeptoren nach Zytostatika-Behandlung und damit einhergehender
p53-Aktivierung an die Zelloberflache transportiert werden und keine Protein-Neusynthese
stattfindet [175].
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Abb. 4-23 FACS-Analyse der Fas-Rezeptor-Oberflichenexpression und Western Blot Analyse des Fas-
Rezeptor-Signalwegs. (A) Nach Behandlung mit Mitoxantron (24h/400nM) bzw. Cis Platin (36h/
20uM) wurden kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen mit
EDTA/PBS von der Schale abgelost, fixiert und membranstandige Fas-Rezeptoren mit einem FITC-
markierten Antikorper im Durchflusszytometer nachgewiesen. (B) Behandelte Zelllysate wurden
auBerdem einer Western Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern gegen Fas-R, FADD und c-FLIP
unterzogen. Der Nachweis gebundener Sekundarantikdrper erfolgte mittels Chemolumineszens. Es
konnten hierbei keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zelllinien hinsichtlich der Oberflachenexpression des Fas-Rezeptor (A) sowie der
Gesamtexpression von Fas-R, FADD und c-FLIP (B) detektiert werden.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich bei der Analyse des Fas-Rezeptor Signalwegs

keine Unterschiede hinsichtlich der Translokation der Fas-Rezeptoren an die Zelloberflache
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und der Expression von Proteinen des DISC zwischen kontroll-transfizierten und CA-

PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien zeigten.

Molekulare Untersuchung der Induktion des p53 Signalwegs

Nach dem Auftreten von DNA-Schdden beispielsweise durch Behandlung der Zellen mit
Zytostatika wird ein dritter wichtiger apoptotischer Signalweg aktiviert, bei dem das
Tumorsuppressorprotein p53 eine Schlusselfunktion besitzt. Die Aktivierung von p53 erfolgt
mittels Phosphorylierung an mehreren Serin-Resten durch verschiedene Serin-/Threonin-
Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 und fihrt zur Translokation von p53 in den
Zellkern. Dort kann phosphoryliertes p53 die Transkription verschiedener Gene induzieren:
Phosphorylierung an Ser™ reguliert die transkriptionelle Aktivitat von p53 durch Induktion
der Expression von MDM2, Phosphorylierung an Ser' und Ser® fiihrt zur Induktion der
Expression von p21 und PCNA und somit zu Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur, wahrend
Phosphorylierung an Ser™, Ser®® und Ser*® u.a. durch transkriptionelle Repression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 und die Induktion der pro-apoptotischen Proteine Bax und AIP
das Auftreten von Apoptose und die Initiation einer Caspase-Kaskade vermittelt (siehe Abb.
1-9) [97-109]. Da es Hinweise darauf gibt, dass PKB/Akt das Auftreten von p53-induzierter
Apoptose verzégern kann [182], sollten Mitoxantron- und Cis Platin-behandelte kontroll-
transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien hinsichtlich der Induktion
von p53 und MDMZ2, des Phosphorylierungsstatus von p53 sowie der p53-induzierten
Transkription von p21 und Bax untersucht werden (Abb. 4-24).

In CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen war nach Zugabe von 400nM Mitoxantron eine
deutlich verlangsamte Hochregulation von p53 im Vergleich zu Kontrollzellen zu beobachten.
Die Phosphorylierung von p53 an den Resten Ser®®, Ser®® und Ser trat in beiden Zelllinien
2h nach Zugabe von Mitoxantron auf.

Phosphoryliertes p53 kann als Transkriptionsfaktor in den Kern wandern und die Expression
verschiedener Proteine initiieren. So induziert an Ser'™ phosphoryliertes p53 die Expression
von MDMZ2, einem Protein, das durch Bindung an p53 dessen transkriptionelle Aktivitat
inhibiert. Durch die zeitverzdgerte Induktion von p53 wird die Expression von MDM2 in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich verlangsamt
hochreguliert. Die Expression des Zellzyklusinhibitors p21 und des pro-apoptotischen
Proteins Bax werden ebenfalls durch phosphoryliertes p53 initiiert, wobei die basale
Expression von p21 in unbehandelten CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen bereits hoher war
als in unbehandelten Kontrollzellen. Auch nach Induktion der p21-Expression durch p53

wiesen CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen zu gleichen Zeitpunkten eine grofiere p21-
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Proteinmenge auf a's die Kontrollzellen. Im Fall der Expression von Bax war dies umgekehrt.
Hier war die basale Expression in Kontrollzellen hoher als in den CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen. Obwohl in beiden Zelllinien eine Induktion der Bax-Expression
beobachtet werden konnte, war die Bax-Gesamtproteinmenge in den CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen deutlich niedriger als in den Kontrollzellen. Die Expression von anti-
apoptotischem Bcl-2, die durch phosphoryliertes p53 reprimiert wird, war in beiden Zelllinien

gleich hoch und durch die p53-Induktion unbeeinflusst.
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Abb. 4-24 Western Blot Analyse des p53-Signalwegs nach Behandlung mit Mitoxantron (400nM).
Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen wurden mit Mitoxantron
(400nM) behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellextrakte hergestellt und diese in der
Western Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern wie dargestellt untersucht. Der Nachweis
gebundener Sekundérantikorper erfolgte mittels Chemolumineszens. Durch das Auftreten von DNA-
Schaden wird p53 u.a. an Ser’ Ser® und Ser*® phosphoryliert, kann somit in den Zellkern
einwandern und dort die Transkription verschiedener Gene wie z.B. MDM2 (zur Negativregulation

der p53-Aktivitét), p21 (Zellzyklusarrest) oder Bax (pro-apoptotisch) induzieren oder reprimieren
(anti-apoptotisches Bcl-2).

97—
o-MDM2

66—
66_

a-Bcel-2

a-B-Actin

107




4. Ergebnisse
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Abb. 4-25 Western Blot Analyse des p53-Signalwegs nach Behandlung mit Cis Platin (20pM). Kontroll-
transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen wurden mit Cis Platin (20uM)
behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellextrakte hergestellt und diese in der Western
Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern wie dargestellt untersucht. Der Nachweis gebundener
Sekundérantikorper erfolgte mittels Chemolumineszens. Durch das Auftreten von DNA-Schéaden
wird p53 u.a. an Ser®®, Ser® und Ser* phosphoryliert, kann somit in den Zellkern einwandern und
dort die Transkription verschiedener Gene wie z.B. MDM2 (zur Negativregulation der p53-Aktivitéat),
p21 (Zellzyklusarrest) oder Bax (pro-apoptotisch) induzieren oder reprimieren (anti-apoptotisches
Bcl-2).

CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nach 36-stiindiger Inkubation mit Cis

108

Wie bereits in Mitoxantron-behandelten Zellen zeigten Cis Platin-behandelte CA-PKB/Akt-
exprimierende Zelllinien im Vergleich zu Kontrollzellen eine zeitliche Verschiebung der p53-
und somit auch der MDM2-Induktion (Abb. 4-25). Besonders aufféllig war jedoch, dass in

Platin die

Proteinmenge sowohl von p53 als auch von MDM2 deutlich absank, wéhrend Kontrollzellen
eine unvermindert starke Expression von p53 und MDM2 aufwiesen. Dies ist mdglicherweise
darauf zuriickzufuhren, dass MDM2 von PKB/Akt phosphoryliert werden kann, phospho-
ryliertes MDM2 in den Zellkern transloziert und die transkriptionelle Aktivitdt von p53
inhibiert [146].
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Die Phosphorylierung von p53 an Ser™, die alleine zur transkriptionellen Aktivierung der
MDM 2-Expression ausreichend ist, trat in beiden Zelllinien nach 4-stiindiger Behandlung auf.
Die Phosphorylierung an Ser®, die gemeinsam mit der Phosphorylierung an Ser™ fiir die
Bindung an den p21-Promotor und somit fur Wachstumsarrest sorgt, erfolgte erst nach 16-
stiindiger Inkubation. Die Phosphorylierung an Ser®, die gemeinsam mit der Phospho-
rylierung an Ser® und Ser® die Transkription des pro-apoptotischen Proteins AIP und die
Repression der Transkription des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 vermittelt, war basal
detektierbar und stieg etwa 8h nach Zugabe von Cis Platin nochmals an. Wie bereits bei
Behandlung der Zelllinien mit Mitoxantron war die basale Expression von p2l1 in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen groRer als in Kontrollzellen. Eine Induktion der p21-
Expression konnte aufgrund der im Vergleich zur Mitoxantron-Behandlung spéteren p53-
Induktion erst nach 16h nachgewiesen werden. Auch fir die Expression von Bax zeigte sich
erst nach 16h eine schwacher Anstieg. Die Expression von anti-apoptotischem Bcl-2 blieb in
beiden Zelllinien zun&chst unbeeinflusst, nach einer Inkubationszeit von 36h zeigte sich in
beiden Zelllinien jedoch eine Verringerung der Expression, was aufgrund des p53-
Phosphorylierungsmusters auch zu erwarten war. Insgesamt trat die p53-Induktion nach
Behandlung mit Cis Platin in beiden Zelllinien deutlich spéter auf als nach Inkubation mit
Mitoxantron, wobei auch hier eine zeitliche Verschiebung der p53 Induktion in CA-PKB/Akt-

exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zu beobachten war.

Molekulare Untersuchung weiterer Mechanismen, die zur Desensitivierung gegeniiber
Zytostatika fiihren

Neben verschiedenen Eingriffen in die drei bereits oben besprochenen Hauptwege zur
Auslésung von Apoptose, wurden weitere Mechanismen entdeckt, die Zellen resistent
gegentiber Chemotherapeutika machen. Dazu gehdren verschiedene genetische und
epigenetische Faktoren wie z.B. die verstarkte Expression von ,,Multi-Drug Resistance-*
(MDR-) Proteinen, die Modulation der Wirksamkeit von Zytostatika durch Wechsel-
wirkungen mit der Mikroumgebung des Tumors oder die Amplifikation bestimmter anti-
apoptotisch wirksamer Gene [183]. Daher sollte nun die Expression verschiedener Faktoren
Uberpruft werden, die in der Literatur im Zusammenhang mit Vermittlung von
Chemoresistenz beschrieben wurden. Der IGF1-Rezeptor kann nach seiner Aktivierung durch
Bindung des Liganden, Homodimerisierung und anschlieende Autophosphorylierung die
Aktivitat verschiedener Signalwege modulieren, wobei neben proliferativen auch anti-
apoptotische Signale vermittelt werden [172]. Die Modulation der Rezeptorexpression kann

daher das Ansprechen von Zellen auf Zytostatika beeinflussen. Unter allen hier getesteten
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Bedingungen war die zellulare Expression des IGF1-R aber in kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien gleich (Abb. 4-26A). Die Chemoresistenz von CA-
PKB/AKkt-exprimierenden Zellen scheint daher nicht durch eine Verénderung der Expression
des IGF1-R hervorgerufen zu werden. Eine Verringerung der Expression von funktionalem
Rezeptor an der Zelloberflache oder die Modifikation des Rezeptors beispielsweise durch
Phosphorylierung konnten in diesen Expressionsversuchen allerdings nicht tiberpriift werden

und massten in weiteren Experimenten untersucht werden.
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66—
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Abb. 4-26 Western Blot Analyse der Expression verschiedener Faktoren, die im Zusammenhang mit der
Vermittlung von Chemoresistenz beschrieben wurden. Zellextrakte von unbehandelten sowie
Mitoxantron- (24h/400nM) bzw. Cis Platin-behandelten (36h/20M) Kontrollzellen und CA-PKB/
Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien wurden in der Western Blot Analyse mit spezifischen
Antikdrpern auf Expression des IGF1-R und der 1APs Survivin, XIAP und clAP untersucht. Der
Nachweis gebundener Sekundarantikorper erfolgte mittels Chemolumineszens. Dabei konnten keine
Expressionsunterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zell-
linien hinsichtlich des IGF-Rezeptor | (A), mehrerer Inhibitoren der Apoptose (B) detektiert werden.

Auch der Familie der Inhibitoren der Apoptose (IAPs) wird eine zentrale Rolle in der
Unterdrickung apoptotischer Mechanismen zugeschrieben [184]. IAPs (Survivin, XIAP,
clAP) kdénnen direkt mit Pro-Caspasen wechselwirken und so die proteolytische Spaltung zur
aktiven Caspase verhindern. Die Bedeutung von IAPs wird dadurch verdeutlicht, dass
Survivin in einer Vielzahl von chemoresistenten Tumoren tberexprimiert wird [184]. Bei der
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Untersuchung zelluldrer Extrakte aus unbehandelten sowie Mitoxantron- (24h/400nM) bzw.
Cis Platin-behandelten (36h/20uM) Kontrollzellen und CA-PKB/AKkt-exprimierenden
Zelllinien zeigten sich jedoch keinerlei Expressionsunterschiede fiir die 1APs Survivin, XIAP
und clAP (Abb. 4-26B). IAPs spielen also scheinbar bei der PKB/Akt-vermittelten
Chemoresistenz nur eine untergeordnete Rolle. Auch hier miissten weitere Untersuchungen
durchgefihrt werden, um eventuell vorhandene Modifikationen der IAPs (wie beispielsweise
Phosphorylierung) nachzuweisen, die einen Einfluss auf die Aktivitat der IAPs besitzen

konnten.

Rolle von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz

Aus den Ergebnissen des Kapitels 4.2.4. lasst sich ableiten, dass PKB/Akt Chemoresistenz
tber verschiedene Mechanismen zu vermitteln scheint. Bei der Untersuchung verschiedener
Signalwege, die an der Auslésung von Apoptose beteiligt sind, konnten deutliche
Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen und Kontrollzellen
detektiert werden. In den Untersuchungen zur Aktivierung von Caspasen zeigte sich, dass Cis
Platin behandelte Kontrollzellen eine starke Aktivierung der beiden Schliissel-Caspasen 8 und
9, der Effektor-Caspasen 3 und 7 sowie des Caspase-Substrates PARP aufwiesen, wéhrend
sich in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nur eine wesentlich schwéachere Aktivierung der
Schliissel-Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-Caspase 7, aber keine Aktivierung von
Caspase 3 und Spaltung von PARP zeigte. Auch Mitoxantron behandelte Zellen wiesen - in
etwas schwécherem Male - ebenfalls eine differenzielle Aktivierung von Caspasen,
insbesondere der Caspasen 9 und 3, auf. Bei detaillierter Betrachtung des Todesrezeptor- und
des mitochondrialen Signalwegs zur Auslosung von Apoptose zeigten sich fur mehrere
Faktoren der mitochondrialen Signalkaskade deutliche Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen und Kontrollzellen. So war insbesondere unter Hungerbedingungen
die Initiator-Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen stérker phosphoryliert als in
Kontrollzellen. Nach seiner Phosphorylierung an Ser*® kann Pro-Caspase 9 nicht mehr
proteolytisch gespalten werden, wodurch sich moéglicherweise die Unterschiede in der
Aktivierung von Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-transfizierten Zellen
erklaren lassen [171]. Ein weiteres anti-apoptotisches Signal konnte die verstérkte Expression
von Bcl-x. in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen darstellen, was die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien erschweren und so ebenfalls die Aktivierung von Pro-
Caspase 9 verhindern konnte [83]. Bei Betrachtung des p53-Signalwegs, der in Zellen nach
dem Auftreten von DNA-Schéden aktiviert wird, lieBen sich wiederum Unterschiede

zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen und Kontrollzellen detektieren. So zeigten
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CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen sowohl nach Behandlung mit Mitoxantron as auch mit
Cis Patin eine deutlich verlangsamte Hochregulation von p53 im Vergleich zu
Kontrollzellen. Wie bereits in der Literatur beschrieben, scheint PKB/Akt das Auftreten von
p53-induzierter Apoptose verzdgern zu kdnnen [182]. Dariiber hinaus fiel bei der Behandlung
der Zellen mit Cis Platin auf, dass in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen nach 36-stiindiger
Inkubation die Proteinmenge sowohl von p53 als auch von MDM2 deutlich absank, wéhrend
Kontrollzellen eine unvermindert starke Expression von p53 und MDM2 aufwiesen. Dies ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass MDM2 von PKB/Akt phosphoryliert wird,
phosphoryliertes MDM2 in den Zellkern translozieren und die transkriptionelle Aktivitat von
p53 inhibieren kann [146].

4.2.5. Etablierung eines in vivo-Tumormodells

Die Ergebnisse aus den in vitro-Versuchen haben gezeigt, dass PKB/AKkt eine wichtige Rolle
bei der Vermittlung von Chemoresistenz spielt. Daher sollte nun Gberpriift werden, ob es sich
bei der Vermittlung von Chemoresistenz durch PKB/Akt um reine Zellkulturphdnomene
handelt oder ob sich diese Effekte auch in humanen Tumoren reproduzieren lassen.
Exemplarisch wurde daher ein Xenograft Modell mit humanen CA-PKB/Akt-exprimierenden
bzw. kontroll-transfizierten NCI H460 Zelllinien in Nacktméausen etabliert. NCI H460 Zellen
exprimieren sowohl Wildtyp Retinoblastomprotein als auch Wildtyp p53, reagieren, wie in
dieser Arbeit gezeigt, sehr sensitiv auf Behandlung mit einer Vielzahl von Chemotherapeutika
und bilden nach subkutaner Injektion an Nacktmé&usen solide Tumore.
CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien zeigten in den Proliferationsversuchen im
Vergleich zu Kontrollzellen eine geringere Wachstumsrate. Um zu gewéhrleisten, dass die
Tiere zu Beginn der Therapie vergleichbar groRe Tumore von kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen aufwiesen, wurden zur Kompensation der langsameren
Proliferation die doppelte Anzahl CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen eingesetzt. Nu*/Nu®
Nacktmausweibchen (Zuchter: Mélugaard und Bornholtgard, Batch: 01/15 - geliefert am
23.01.01) wurden 1,5x10° kontroll-transfizierte NCI H460 Zellen in die rechte Flanke sowie
3x10° CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen in die linke Flanke subkutan injiziert.
Nach Anwachsen der Tumore auf ein Volumen von ca. 0,2ml wurde ber einen Zeitraum von
14 Tagen mit der Therapie der einzelnen Gruppen begonnen. Zur Therapie wurden den
Tumor-tragenden Mé&usen sowohl Zellzyklus-spezifische Zytostatika (Taxol - 14x 12,5, 25
und 50mg/kg, 5-FU - 14x 7,5, 15 und 30mg/kg) als auch Zellzyklus-unspezifische
Chemotherapeutika (Cis Platin - 4x 0,625, 1,25 und 2,5mg/kg, Mitoxantron - 4x 1, 2 und
4mg/kg, Cyclophosphamid - 4x 50, 100 und 150mg/kg, Doxorubicin - 4x 1, 2 und 4mg/kg) in
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jeweils drei verschiedenen Konzentrationen taglich bzw. an den Tagen 0, 3, 7 und 10 i.p.
appliziert. Die Wirkung von Zellzyklus-abh&ngigen Zytostatika zeigt sich dabei nur, wenn
Zellen sich teilen und den Zellzyklus durchlaufen: Der Antimetabolit 5-FU wirkt in der S-
Phase und hemmt die DNA- sowie die RNA-Synthese, wéhrend Zellen nach Behandlung mit
Taxol nicht in der Lage sind, die Mitose vollstandig zu durchlaufen. Zellzyklus-unabhangige
Chemotherapeutika hingegen koénnen ihre Wirkung ohne das Durchlaufen des Zellzyklus
entfalten. Thre Wirkung ist daher in weiten Teilen unabhéngig von der Proliferation der Zellen
[15]. Eine Versuchsgruppe umfasste fiir jede Substanz und jede Konzentrationsstufe jeweils 7
Tiere. Der Kontrollgruppe wurde 14x eine physiologische Kochsalzldsung (0,9% NaCl)
appliziert. Das Tumorvolumen aller Tiere wurde zu Beginn der Behandlung und anschlieRend
nach 3, 7, 10 und 14 Tagen durch Ertasten der Tumore und Vergleich mit einem
Volumenstandard bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-27 dargestellt.

Bei Behandlung der Tiere mit dem Zellzyklus-spezifischen Antimetaboliten 5-FU war im
kontroll-transfizierten Tumor im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe bei allen
Konzentrationen vermindertes Tumorwachstum zu beobachten, wéhrend die CA-PKB/Akt-
Tumore trotz Behandlung sogar stérker wuchsen als unbehandelte CA-PKB/Akt-Kontroll-
tumore. Ein &hnliches Bild ergab sich fiir die Behandlung mit Taxol. Durch Applikation der
beiden hochsten Konzentrationsstufen konnte das Tumorwachstum der kontroll-transfizierten
Xenografts nahezu vollstdndig gehemmt werden. CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore
wuchsen unter Behandlung unbeeinflusst weiter, wobei auch hier das Wachstum starker war
als in PBS-behandelten CA-PKB/Akt-Kontrolltumoren (Abb. 4-27A).

Auch gegenuber Zellzyklus-unabhangigen Substanzen lieR sich eine PKB/Akt-vermittelte in
vivo-Desensitivierung beobachten. So zeigte sich bei Behandlung kontroll-transfizierter
Tumore mit Cis Platin eine Dosis-abhangige Verminderung des Tumorwachstums, wéhrend
CA-PKB/Akt-Tumore trotz Cis Platin-Behandlung ein im Vergleich zum unbehandelten
Kontrolltumor starkeres Wachstum aufwiesen. Nach Applikation von Cyclophosphamid bzw.
Doxorubicin wuchsen die kontroll-transfizierten Xenografts deutlich langsamer als
unbehandelte kontroll-transfizierte Xenografts, wobei es durch Gabe der jeweils hochsten
Konzentration zu einer volligstandigen Wachstumshemmung des Tumors kam. Dieser
therapeutische Effekt war in CA-PKB/Akt-exprimierenden Tumoren wiederum aufgehoben.
Cyclophosphamid behandelte CA-PKB/Akt-Tumore wuchsen vergleichbar zum PBS-
behandelten CA-PKB/Akt-exprimierenden Kontrolltumor, Doxorubicin zeigte nur in seiner
hochsten Konzentration einen Einfluss auf das Wachstum der CA-PKB/Akt-Tumore. Einzig

flr Mitoxantron konnte im Gegensatz zu den in vitro Experimenten keine Desensitivierung
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durch PKB/Akt beobachtet werden. Sowohl in untransfizierten Xenografts als auch CA-

PKB/Akt-exprimierenden Xenografts kam es zu einer Dosis-abhéngigen Verminderung des
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Abb. 4-27 Behandlung von Tumor Xenograft tragenden Nacktmiusen mit verschiedenen Klassen
Chemotherapeutika. Nu'/Nu  Nacktmausweibchen wurden kontroll-transfizierte bzw. CA-
PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen in die rechte bzw. linke Flanke subkutan appliziert. Nach
Etablierung der Tumore wurden die Tiere 14 Tage mit Zellzyklus-spezifischen (A) bzw. Zellzyklus-
unspezifischen Chemotherapeutika behandelt. Mit Ausnahme von Mitoxantron zeigten CA-PKB/Akt-
exprimierende Tumor Xenografts deutlich geringeres Ansprechen auf Zytostatika as kontroll-

transfizierte X enografts.

Insgesamt lieR sich in diesem Versuch auller fur Mitoxantron in vivo eine PKB/Akt-

vermittelte Desensitivierung gegenlber Standardtherapeutika darstellen. In den in vitro-

Experimenten war dieser Effekt besonders stark bei Behandlung der Zellen mit Zellzyklus-

unabhdngigen Substanzen und weniger deutlich bei Applikation von Zellzyklus-abhangigen

Substanzen ausgepragt. Diese Differenzierung lie} sich in den in vivo-Versuchen dagegen

nicht beobachten. Dieses Tiermodell stellt ein bedeutendes Instrument zur Validierung
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potentieller PKB/Akt-Inhibitoren aus der pharmazeutischen Wirkstoffsuche dar. Dabei sollte
ein PKB/Akt-Inhibitor in der Lage sein, die PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz zu
durchbrechen und CA-PKB/Akt-exprimierende Xenografts gegeniber der Behandlung mit
Chemotherapeutika so zu sensitivieren, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore das gleiche

Ansprechverhalten auf Zytostatika aufweisen wie NCI H460 Kontrolltumore.

4.2.6. Besitzt PKB/Akt eine pro-apoptotische Wirkung ?

In den vorangegangenen Experimenten konnte schlissig gezeigt werden, dass PKB/Akt bei
der Vermittlung von Chemoresistenz eine bedeutende Rolle spielt. In der Literatur wurde
dartber hinaus beschrieben, dass konstitutiv-aktives PKB/Akt auch Fas-L- und TNFa-
induzierte Apoptose in murinen Hepatozyten durch die Induktion des Transkriptionsfaktors
NF-kB unterdriicken kann [185]. Analog zu den Versuchen mit Zytostatika wurden daher
kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien fur 72h mit
unterschiedlichen Mengen rekombinantem TNFa bzw. Fas-L behandelt. Statt der erwarteten
Desensitivierung gegeniiber der Behandlung mit den beiden rekombinanten pro-apoptotischen
Zytokinen TNFa und Fas-L wurde im Gegenteil sogar eine Sensitivierung von CA-PKB/AKkt-
exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen beobachtet, die sich in funf
voneinander unabhangigen Experimenten reproduzieren lield (Abb. 4-28).

Wahrend NCI H460 Kontrollzellen weder unter Hunger- noch unter Kulturbedingungen
sensitiv gegentiber der Behandlung mit TNFa waren, wiesen CA-PKB/Akt-exprimierende
Zellen sowohl unter Hunger- als auch unter Kulturbedingungen eine deutliche Beeinflussung
der Proliferation bei Zugabe hoher TNFa-Konzentrationen auf (Abb. 4-28A). Dieser Effekt
war unter Kulturbedingungen allerdings deutlich schwécher ausgepragt, was im Einklang mit
der Literatur steht, da Zellen, die in Kulturmedium gute Wachstumsbedingungen vorfinden
und somit in vollem Umfang Proteinbiosynthese betreiben, allgemein weniger sensitiv
gegeniiber Todesrezeptor-induzierter Apoptose sind [178].

Auch bei Behandlung der Zellen mit rekombinantem Fas-L zeigten sich CA-PKB/Akt-
exprimierende Zellen sowohl unter Hunger- als auch unter Kulturbedingungen im Vergleich
zu Kontrollzellen stérker sensitiv (Abb. 4-28B), wobei das Ergebnis wiederum in flnf
unabhéngigen Versuchen reproduziert werden konnte. Unter Hungerbedingungen lie3en sich
ICso-Werte aus den Dosis-Wirkungskurven bestimmen. Die 1Cs, fir Kontrollzellen war
gegenuber CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien um den Faktor 12 auf 97,1 ng/ml

verschoben.
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Abb. 4-28 Expression von CA-PKB/Akt vermittelt Sensitivierung gegeniiber TNFa und Fas-Ligand in
NCI H460 Zellen. Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien
wurden flir 72h mit unterschiedlichen Mengen TNFa (A) bzw. Fas-L (B) behandelt und anschlieBend
die Viabilitat mittels eines XTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist jeweils ein exemplarisches
Experiment in Hungermedium (0,5% Serum) bzw. in Vollmedium (10% Serum). Die Versuche
wurden unabhéngig voneinander mindestens 5-mal reproduziert. Bei Behandlung der Zellen mit Fas-
L lieRen sich aus diesen funf Versuchen unter Hungerbedingungen ICso-Werte bestimmen. CA-
PKB/Akt-exprimierende Zellen zeigten sich sowohl unter Hunger- als auch Kulturbedingungen im
Vergleich zu Kontrollzellen sensitiver gegeniiber TNFa- bzw. Fas-L-Gabe.

Zur genaueren Untersuchung dieser Beobachtung wurden Zelllysate von kontroll-
transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen auf die Gesamtexpression
des TNF-Rezeptors 1 und des Fas-Rezeptors analysiert. Tumor Nekrose Faktor o (TNFa) und
die zugehorige Rezeptorfamilie sind insbesondere bei der Entwicklung und Funktion des
Immunsystems bedeutsam. TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) ist ein Typ 1 Membranprotein und
koppelt an zwei Signalwege (siehe Abb. 1-6) [66]. Zum einen wird bei Rezeptor-Stimulation
der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, der nach Translokation in den Zellkern die
Transkription anti-apoptotischer Gene initiiert. Zum anderen wird durch Bildung des DISC
und anschlieBender Aktivierung von Caspase 8 Apoptose induziert [77]. Der Fas-Rezeptor
und Fas-Ligand sind bedeutsam fir die Homoostase des Immunsystems und fiir die Erhaltung
Fas-R
Trimerisierung das Adaptorprotein FADD und Pro-Caspase 8 zur Formation des DISC (siehe
Abb. 1-5). Im Gegensatz zum TNF-R koppelt Fas-R allerdings nicht an den NF-kB-

der peripheren Immuntoleranz [72]. rekrutiert nach seiner Aktivierung und

Signalweg [66].
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In der Western Blot Analyse zeigte sich unter Hungerbedingungen in kontroll-transfizierten
und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen eine Bande bei der erwarteten Gréle von
etwa 55kDa, die auf eine gleichméaRige Expression von TNF-R1 in den einzelnen Zelllinien
hindeutet (Abb. 4-29A). Unter Kulturbedingungen trat in der Western Blot Analyse neben der
Bande bei etwa 55kDa noch eine Bande bei etwa 60kDa auf, die in allen Zelllinien
vergleichbar stark ausgepragt ist. Hierbei handelt es sich nicht um eine Kreuzreaktivitat des
Antikorpers mit TNF-R2, da dieser eine Bande von etwa 75kDa ergeben sollte [77].
Maoglicherweise handelt es sich um Modifikationen am TNF-R1 oder um die Expression einer
zusatzlichen Splice-Variante des TNF-R1. Bei Betrachtung der Gesamtexpression des Fas-R
zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen (Abb. 4-29B).

A Hungermedium (0,5%) Vollmedium (10%)
wt CA-PKB/Akt wt CA-PKB/Akt
66— #12 #13 #12  #13
46— 46—
a-B-Actin e - D G -
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30—

a-B-Actin ’“l — ——

Abb. 4-29 Western Blot Analyse der Expression des TNF-1- und des Fas-Rezeptor in NCI H460 Zellen.
Kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zelllinien wurden sowohl in
Hunger- als auch Vollmedium fiir 16h kultiviert und anschlieend Zelllysate erstellt. Mit spezifischen
Antikérpern wurde in der Western Blot Analyse die Gesamtexpression des TNF-R1 (55kDa) (A) und
des Fas-R untersucht. Der Nachweis gebundener Sekundérantikérper erfolgte mittels
Chemolumineszens, wobei sich keine Expressionsunterschiede zwischen kontroll-transfizierten und
CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien ergaben. Das Auftreten einer zweiten Bande bei der
Detektion des TNF-Rezeptors unter Vollmediumbedingungen deutet mdglicherweise auf eine
Modifikation des TNF-R1 hin.

Die Aktivierung von Caspase 8 nach Zugabe von TNFa bzw. Fas-L trat verstarkt in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen auf. Insbesondere bei Behandlung der Zellen mit 10ng/ml
TNFa zeigten CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460 Zellen nach 16h eine deutliche
Aktivierung von Caspase 8, die in Kontrollzellen nicht zu beobachten war (Daten nicht
gezeigt). Dagegen ergaben sich keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen bei Betrachtung der Phosphorylierung und Degradation von
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IkB als Mal der Aktivierung von NF-kB. In beiden Zelllinien war bereits 5min nach Zugabe
von TNFa eine starke Phosphorylierung und Degradation von IkB zu beobachten (Daten
nicht gezeigt). Auch bei der weiteren Analyse der Todesrezeptor-Signalwege zeigten sich
zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien nach
Behandlung der Zellen mit Fas-L bzw. TNFa keine Unterschiede im Expressionsprofil der
Adaptermolekiile TRADD, FADD und RIP sowie der Caspase 8 Inhibitoren c-FLIP a und 3
(Daten nicht gezeigt).

Insgesamt konnten auf Expressionsebene keine Unterschiede zwischen kontroll-transfizierten
und CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zelllinien detektiert werden, die das
unterschiedliche Ansprechen auf TNFa und Fas-L erklaren konnten.

Die Sensitivierung CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen gegenuber der Behandlung mit Fas-
Ligand und TNFa lieR sich aufier in NCI H460 in keiner anderen Zelllinie zeigen. MCF10A
und SK-OV-3 Zelllinien wiesen keine Sensitivitat gegeniber den beiden pro-apoptotischen
Zytokinen auf. Beide Zelllinien exprimieren kein intaktes p53-Protein. Laut Literatur ist die
Expression von Wildtyp p53 aber Voraussetzung fir Fas-Ligand- bzw. TNFa-induzierte
Apoptose [99]. A-549 Zellen, deren p53-Status Wildtyp ist, zeigten sich sensitiv gegeniiber
Behandlung mit TNFa und Fas-L. Allerdings lieR sich keine definitive Aussage uber die
Modifikation der Sensitivitdt gegentiber diesen apoptotischen Stimuli durch die Expression
von CA-PKB/Akt treffen, da die klonale Varianz zu groR war. Eine pro-apoptotische
Funktion von PKB/AKkt konnte also nur fiir NCI H460 Zellen gezeigt werden. Bemerkenswert
ist jedoch, dass sich in NCI H460 Zellen eine deutliche Sensitivierung gegenuber beiden
Zytokinen und nicht nur gegenuber Fas-L oder TNFa detektieren liel und dass diese
Ergebnisse in 5 unabhéngigen Experimenten bestétigt werden konnten.

Genauere Hinweise auf den molekularen Ursprung der Sensitivierung von CA-PKB/Akt-
exprimierenden NCI H460 Zellen gegeniiber den beiden apoptotischen Zytokinen kdnnten
sich moglicherweise bei der Analyse eventuell vorhandener Modifikationen verschiedener
Adaptermolekiile oder der Oberflachenexpression der Todesrezeptoren ergeben. Auch die
eingehendere Betrachtung der potentiellen Modifikation des TNF-Rezeptors wiirde einen
weiteren Ansatzpunkt bieten. Ebenso kénnten Versuche mit anderen Zytokinen wie beispiels-
weise TRAIL tiefergreifende Erkenntnisse bringen. Darlber hinaus missten weitere Wildtyp
p53-exprimierende Zelllinien mit CA-PKB/AKkt transfiziert und analysiert werden, um eine
Aussage treffen zu kdnnen, ob es sich um eine allgemein giltige Beobachtung oder ein NCI

H460 charakteristisches Phanomen handelt.
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5.1. Etablierung eines in vitro Testsystems zur Auffindung von Inhibitoren

der Ras-Raf-Interaktion

Der erste Teil dieser Promotionsarbeit befasste sich mit der Etablierung eines Testsystems,
mit Hilfe dessen Substanzen detektiert werden konnen, die selektiv die Interaktion von Ras
und Raf, zweier Schlisselproteine der mitogenen Signalkaskade, inhibieren. In einer Vielzahl
maligner Transformationen spielt die Deregulation dieser Signalkaskade eine bedeutende
Rolle. Daher besteht in der pharmazeutischen Forschung ein grof3es Interesse daran,
spezifische Inhibitoren zu finden, die in der Lage sind, solche proliferative Signale zu
unterbinden und moéglicherweise Ras-vermittelte Malignitat einzuddmmen.

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurden bislang eine Reihe verschiedener
Methoden wie zum Beispiel das Yeast two-hybrid System entwickelt. Ein solches zelluléres
Detektionssystem weist bei seiner Verwendung als Testsystem zur Wirkstofffindung einige
Nachteile auf: Die zu testende Substanz muss zum einen durch die Zellmembran der Hefe
diffundieren. Des Weiteren kdnnen Substanzen, die Apoptose induzieren bzw. die Zellteilung
inhibieren, nicht oder nur sehr schlecht untersucht werden. Schlieflich finden in diesem
Hefesystem alle Protein-Protein-Interaktionen im Kern statt, weswegen beispielsweise
Interaktionen transmembraner Proteine nur sehr eingeschrénkt untersucht werden kénnen.
Eine neue Methode zur direkten Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in vitro und in
vivo wurde mit der intracistronischen (-Galaktosidase Komplementation entwickelt [54].
Hierbei werden zwei sich nicht komplementierende Deletionsmutanten der 3-Galaktosidase,
deren Affinitdt zueinander sehr niedrig ist, mit interagierenden Proteinpaaren fusioniert.
Durch die Interaktion des Proteinpaares kommt es zur Ausbildung eines aktiven
Enzymkomplexes, dessen Aktivitat sich Uber die Umwandlung eines fluorogenen Substrats
nachweisen lasst [62-64]. Da die Handhabung dieses Testsystems relativ einfach ist, besteht
die Mdglichkeit einer Hochdurchsatzanalyse von Substanzbanken zur Auffindung
spezifischer Inhibitoren von Protein-Protein-Interaktionen [54]. Aufgrund seiner Vorziige
gegentber anderen Systemen zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen wurde die 3-
Galaktosidase Komplementation zur Etablierung eines in vitro Testsystems zur Auffindung
von Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion ausgewahlt.

Bei Expression von Wildtyp [-Galactosidase sowie der Deletionsmutanten Aa, Aw und Al in

rekombinanten Pichia Pastoris Stdmmen zeigte sich, dass trotz Optimierung der Aufschluss-
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und Selektionsbedingungen in vitro nur eine sehr geringe Enzymaktivitdt bzw. keine
Komplementation potentiell interagierender Deletionsmutanten detektiert werden konnte.
Dies war wahrscheinlich auf die relativ geringe Expressionsrate der rekombinanten Pichia
Pastoris Stdmme zurickzufiihren. Mdoglicherweise verhinderten zudem endogene Pichia
Pastoris Proteine aus dem Zellaufschluss die in vitro-Komplementation der Deletions-
mutanten.

Bei bakterieller Expression von Wildtyp [3-Galactosidase, der Deletionsmutanten Aa, Aw und
Ap sowie der Ras-/Raf- bzw. Activin-1B-R-/FKBP12-Fusionsproteine wurden im Stamm
E. coli ER2507, der weder endogene [-Galactosidase noch deren Deletionsmutanten
exprimiert, héhere Expressionsraten erzielt. Im Enzymaktivitatstest lieR sich ein deutlich
hoheres Messsignal mit Wildtyp (-Galactosidase im Vergleich zur Expression in Pichia
Pastoris detektieren, wobei sich die Aktivitdt der Wildtyp B-Galactosidase tber mehrere
Verdunnungsstufen linear verhielt. In Komplementationsversuchen konnte jedoch wiederum
keine in vitro-Komplementation von Aa mit Aw bzw. Ap und von Aw mit Au beobachtet
werden. Mdogliche Grunde hierfir konnten sein, dass die Deletionsmutanten und
Fusionsproteine aufgrund sterischer Restriktionen nicht funktionell exprimiert wurden,
endogene bakterielle Proteine die Interaktion der Komplementationspartner in Zelllysaten
verhinderten oder die Interaktion in vitro unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen zu
schwach war, um B-Galactosidase-Aktivitat zu detektieren.

Die Funktionalitat aller Deletionsmutanten und Fusionsproteine innerhalb der Bakterienzellen
konnte in verschiedenen Experimenten nachgewiesen werden. So zeigte sich, dass alle Aw-
Deletionsmutanten und Aw-Fusionsproteine im Stamm E. coli XL1-Blue, der eine endogene
Aa-Deletionsmutante exprimiert, zu einem funktionalen B-Galactosidase-Komplex komple-
mentiert werden konnten und somit funktionell exprimiert wurden. In Doppeltransformations-
experimenten verschiedener sich komplementierender Proteinpaare lieR sich ebenfalls eine
in vivo-Komplementation nachweisen, wodurch die funktionelle Expression der einzelnen
Deletionsmutanten und der Fusionsproteine dokumentiert werden konnte. Desweiteren liel3
sich mit Hilfe der Substanz FK506, einem selektiven Inhibitor der Activin-1B-R/FKBP12-
Interaktion, die Spezifitat der Interaktion der Komplementationspartner Aa-Activin-1B-R und
Aw-FKBP12 in vivo darlegen. Hierbei war jedoch auffallig, dass die Inhibition der Interaktion
von Activin-1B-R und FKBP12 durch FK506 ausschliel3lich beobachtet werden konnte, wenn
FK506 bereits zu Versuchsbeginn zeitgleich mit der Induktion der Expression von Aad-

Activin-1B-R und Aw-FKBP12 und nicht zu einem spéteren Zeitpunkt zugegeben wurde.
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Dies erklart sich wahrscheinlich durch die Ausbildung stabiler Fusionsprotein-Oligomere,
deren Interaktion durch die nachtragliche Zugabe des Inhibitors nicht mehr zu verhindern war.
Um auszuschlielRen, dass endogene bakterielle Proteine, die nach dem Zellaufschluss im Lysat
vorliegen, die in vitro-Komplementation der Deletionsmutanten verhindern kénnen, wurden
sowohl Wildtyp B-Galactosidase und als auch die Fusionsproteine Aa-Activin-1B-R und Aw-
FKBP12 unter nativen Bedingungen aufgereinigt und anschlieBend im Aktivitatstest auf
B-Galactosidase-Aktivitat untersucht. Wiederum liel sich jedoch keine in vitro-Komple-
mentation detektieren. In nachfolgenden Experimenten mit aufgereinigten Aa-Activin-1B-R-
und Aw-FKBP12-Fusionsproteinen konnte mittels Co-Immunprézipitation nachgewiesen
werden, dass die beiden Proteine unter den gegebenen in vitro Versuchsbedingungen nur sehr
schwach miteinander interagierten und sich daher kein aktiver Enzymkomplex aus beiden
Fusionsproteinen bildete.

Eine erfolgreiche Komplementation von Deletionsmutanten und Fusionsproteinen zeigte sich
also nur in intakten E. coli Zellen, nicht aber in vitro. Das Testsystem wurde daraufhin nicht
weiterentwickelt, da ein zelluléres, E. coli basiertes Testsystem dhnliche Nachteile aufweist,
wie sie sich im Yeast two-hybrid System zeigen. Ein potentieller Inhibitor der Ras-Raf-
Interaktion misste bei dem hier entwickelten Testsystem vor Induktion der Proteinexpression
zugegeben werden, da es sonst zur Ausbildung zellularer Proteinkomplexe in E. coli kommen
konnte, die durch nachtragliche Zugabe einer potentiell inhibitorischen Substanz nicht mehr
aufgelost werden konnten. Die daraus resultierende lange Inkubationszeit von E. coli mit den
zu untersuchenden, potentiell anti-proliferativen Substanzen kénnte méglicherweise die Zell-
proliferation oder die induzierte Proteinexpression beeinflussen und somit ein eindeutiges
Messergebnis verhindern. Zellfreie Bedingungen waren also bei der Wirkstoffsuche nach anti-
proliferativ wirksamen Substanzen gegeniiber einem zellularen System deutlich bevorzugt.

Das Haupthindernis bei der Etablierung eines reinen in vitro Testsystems mit rekombinanten
Proteinen lag in der sehr schwachen Interaktion der Komplementationspartner. Diese ist
moglicherweise darauf zurtickzufiihren, dass die optimale dreidimensionale Struktur sowohl
der Deletionsmutanten als auch der Fusionsproteine bei Expression in E. coli nicht erreicht
wurde. Zum anderen waére es denkbar, dass sich die Konformation von Ras und/oder Raf bzw.
Activin-1B-R und/oder FKBP12 durch die Fusion mit den B-Galactosidase Deletionsmutanten
so stark verandert hat, dass die Affinitaten der Interaktionspartner zueinander in vitro nur noch
sehr gering sind. Eine Interaktion der Komplementationspartner kann somit nur unter den
innerhalb der prokaryontischen Zellen gegebenen Bedingungen mit hoher Proteinexpression

und eventuell unter Mithilfe zelluldrer Proteine erfolgen.
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Insgesamt zeigte sich, dass Protein-Protein-Interaktionssysteme wie die intracistronische
B-Galactosidase Komplementation fiir jedes Proteinpaar neu etabliert und evaluiert werden
mussen und nicht generalisiert betrachtet werden durfen. Dies hat zur Folge, dass sich
Aussagen (ber die Funktionalitdt und Anwendbarkeit eines solchen Testsystems erst nach

seiner Etablierung fur definierte Proteinpartner treffen lassen.

5.2. Validierung von PKB/Akt als Zielprotein in der Tumortherapie

Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Entwicklung und Charakterisierung
zelluldrer Systeme zur Validierung von PKB/Akt als Zielstruktur fur die Entwicklung
neuartiger anti-tumoraler Strategien. PKB/Akt wird in der Literatur als zentraler Mediator von
zellularen Uberlebenssignalen beschrieben, der in verschiedenen Tumoren Kkonstitutiv
aktiviert oder Uberexprimiert vorliegt und dessen Aktivitdt méglicherweise Chemoresistenz
vermittelt [19, 110-115]. Durch die Etablierung eines geeigneten zellularen Modells wurde
die Bedeutung von PKB/Akt bei der Verhinderung des Auftretens von Anoikis herausgestellt.
Daruber hinaus konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen konstitutiver Aktivierung von
PKB/AKkt und der Vermittlung von Chemoresistenz gezeigt sowie molekulare Mechanismen

dieser PKB/Akt-vermittelten Chemoresistenz aufgeklart werden.

5.2.1. Charakterisierung genetisch veranderter Zelllinien, die konstitutiv aktives

PKB/AKkt exprimieren
Bei der Etablierung eines Modellsystems zur Untersuchung der Rolle von PKB/Akt bei der
Modulation von Anoikis und der Chemosensitivitat von Tumorzellen gegentiber Standard-
Chemotherapeutika wurde zunéchst ein Derivat von PKB/AKt1 generiert, das unabhdngig von
der Stimulation durch Wachstumsfaktoren eine konstitutiv aktive Kinaseaktivitat aufweist.
Die Membranassoziation zur Aktivierung dieses Derivats erfolgt nach Deletion der PH-
Domane (Aminosauren 1-106) iber eine C-terminale Farnesylierung und einen polybasischen
Schwanz, der durch Wechselwirkung mit polaren Kopfgruppen der membranstandigen
Phospholipide fur die energetischen Voraussetzungen der Einlagerung des Farnesylrests in die
Membran sorgt [163]. Andere in der Literatur beschriebene konstitutiv aktive Derivate von
PKB/Akt wurden bislang durch irreversible Myrestylierung dauerhaft mit der Membran
assoziiert [162]. Dagegen ist dieses neuartige Konstrukt in der Lage, nach seiner Aktivierung
an der Membran und der Abspaltung des Farnesylrests durch Farnesylesterasen ins Zytosol zu

dislozieren und so besser zu seinen zelluldren Zielproteinen zu gelangen.
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Die Funktionalitat und konstitutive Aktivierung des CA-PKB/Akt-Derivats zeigte sich bei der
Untersuchung des Phosphorylierungsstatus sowie der Kinaseaktivitit von ektopischem CA-
PKB/AKt in verschiedenen transfizierten Zelllinien. PKB/Akt wird durch Phosphorylierung an
den Resten Thr*® und Ser*” aktiviert. Ektopische PKB/Akt-Kinase war in selektierten CA-
PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen der immortalisierten Brustdrisen-Epithelzelllinie
MCF10A, der Ovaradenokarzinom-Zelllinie SK-OV-3 sowie der beiden Lungenkarzinom-
Zelllinien A-549 und NCI H460 unabhéngig von den Serumbedingungen gleichméaRig an den
Resten Thr®® und Ser*”® phosphoryliert. Die Phosphorylierung von endogenem PKB/Akt
hingegen erfolgte in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen, wobei nur nach Stimulation
mit Serum und Wachstumsfaktoren eine vollstdndige Phosphorylierung erreicht wurde. In
Kinaseaktivitatstests mit immunoprézipitiertem endogenem sowie ektoptischem PKB/Akt
bestatigte sich, dass Phosphorylierung von PKB/Akt an den Resten Thr®® und Ser*”® mit
erhohter Kinaseaktivitat korreliert. Durch Stimulation der Zellen mit Serum und einem
Wachstumsfaktorcocktail aus PDFG, EGF und Insulin lief sich die Kinaseaktivitdt von
endogenem PKBJ/Akt jeweils steigern, da durch die Initiation verschiedener Wachstums-
faktorrezeptor-Signalwege Pls-Kinase und somit auch PKB/Akt aktiviert wird [115]. Bei der
Immunprézipitation von ektopischem CA-PKB/Akt aus SK-OV-3, A-549 und NCI H460-
Einzelzellklonen zeigten sich im stimulierten und unstimulierten Zustand keine Unterschiede
hinsichtlich der Kinaseaktivitdt. Besonders wichtig fir die nachfolgenden Versuche war die
Beobachtung, dass die basale Kinaseaktivitat von endogenem PKB/AKkt unter Niedrigserum-
bedingungen in A-549 sowie NCI H460 Zellen relativ gering ausfiel, wahrend sie in SK-OV-
3 Zellen bereits sehr gro3 war. Insgesamt lieferten diese Versuche deutliche Hinweise auf
konstitutive Aktivierung des farnesylierten CA-PKB/Akt-Derivats, das aufgrund seiner
bereits beschriebenen Vorteile eine sehr gute Alternative zu herkémmlichen myristylierten
CA-PKB/Akt-Konstrukten darstellt.

Bei der Bestimmung der Proliferationsrate von Einzelzellklonen aller vier untersuchten
Zelllinien fiel auf, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Zelllinien deutlich langsamer wuchsen
als die entsprechende Kontrollzelllinie. Daher wurden die einzelnen Zelllinien auf die
Expression der beiden Zellzyklus-Inhibitoren p21*3* und p27"P* untersucht. p21"#* wurde als
p53-abhéngiges Genprodukt nach dem Auftreten von DNA-Schaden entdeckt, kann dariiber
hinaus aber auch unabhdngig von p53 induziert werden und Gi- sowie Gy-Arrest des
Zellzyklus vermitteln [193]. Die Phosphorylierung von Cdc2 an Thr*®* durch p21*@* fijhrt zu
dauerhaftem Go-Arrest nach DNA-Schédigung und zur Verhinderung des Eintritts in die M-

Phase [188]. Die erhOhte Expression von p21wa"c1 vermittelt Chemoresistenz gegeniiber
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Zellzyklus-abhdngigen Substanzen, insbesondere M-Phase wirksamen Chemotherapeutika
wie Taxol oder Doxorubicin [187, 193]. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass p21"™-
defiziente Mause ein vermehrtes Auftreten von Spontantumoren zeigten, was die Bedeutung
von p21"@ fiir die Vermittlung von p53-abhangigem Zellzyklusarrest und der Tumor-

suppression unterstreicht [189]. p27 “P*

vermittelt G;-Zellzyklusarrest durch direkte Inhibition
von Cyklin E-CDK2 [191]. Viele anti-proliferative Signale wie Wachstumsfaktorentzug, Zell-
Zell-Kontakt oder cAMP fiuihren zu einer zelluldren Akkumulation von p27"”°l und durch
Bindung von p27kipl in der katalytischen Doméne von CDK2 zum Gi-Arrest [191, 192]. Der
Forkhead-Transkriptionsfaktor AFX reguliert die Transkription von p27kipl und integriert
dabei mitogene sowie PKB/Akt-vermittelte Signale [190]. Die Bedeutung von p27kipl far die
Regulation von zelluldarem Wachstum und der Tumorsuppression zeigt sich auch darin, dass
p27"”°1-defiziente Mause Gigantismus und ein verstarktes Auftreten von Spontantumoren
aufweisen [191].

Hinsichtlich der Expression der beiden CDK-Inhibitoren ergab sich fur die verschiedenen
Zelllinien kein einheitliches Bild: SK-OV-3-Zelllinien zeigten weder Expression von p21"*
noch von p279"', CA-PKB/Akt-exprimierende A-549-Zellen wiesen im Vergleich zu
Kontrollzellen eine leicht erhéhte Expression beider Zellzyklus-Inhibitoren auf, wéhrend CA-
PKB/Akt-exprimierende MCF10A-Zellen gréRere Mengen p279P* als kontroll-transfizierte
MCF10A-Zellen exprimierten. Der deutlichste Unterschied ergab sich bei Betrachtung der
p21W8“-Expression in NCI H460-Zelllinien. Dabei konnte in CA-PKB/Akt-exprimierenden
Zellen sowohl eine erhéhte Proteinmenge als auch das Auftreten einer Doppelbande detektiert
werden, was auf eine Phosphorylierung von p21"vaﬁ schlieBen lasst.

Diese PKB/Akt-vermittelte Phosphorylierung von p21"* an Thr** konnte kirzlich auch in
HER2-lberexprimierenden Zellen gezeigt werden [109, 179]. Phosphoryliertes p21wa‘f1 wird
zytosolisch reteniert und bindet an ASK1, wodurch das Auftreten von ASK1-abhangiger
Apoptose verhindert wird. Phospho-p21Wafl kann somit allerdings nicht mehr als Zellzyklus-
inhibitor wirken [179]. Auch p27"i'°1 kann durch PKB/Akt phosphoryliert und auf diese Weise
zytosolisch zuriickgehalten werden. Phospho-p27“P* ist nun ebenfalls in der Lage, das
Auftreten von Apoptose zu verhindern, besitzt aber keine Zellzyklus-arretierende Wirkung
mehr [109]. Die hier gefundenen Unterschiede im Expressionsmuster von p21Waf und p27"ipl
deuten auf verstarkte Phosphorylierung der beiden Zellzyklusinhibitoren in CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen hin. Da weder phospho-p21*#* noch phospho-p274** in der Lage sind,
Zellzyklusarrest zu vermitteln, scheint es wahrscheinlich, dass neben p21‘”af und p27kipl

weitere Faktoren fur das verlangsamte Wachstum der CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen
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im Vergleich zu Kontrollzellen verantwortlich sind. Hierbei kdnnten beispielsweise weitere
Modifikationen eine Rolle spielen, die die Proteinstabilitat verschiedener Cykline, Cylin-

abhangiger Proteinkinasen (CDK) oder CDK-Inhibitoren wie p16'™*? beeinflussen.

5.2.2. PKB/Akt - ein zentraler Mediator bei der Verhinderung von Anoikis
Nicht-transformierte Zellen unterlaufen in Zellkultur normalerweise Apoptose, wenn sie die
Anhaftung an extrazellulare Matrix verlieren, ein Vorgang, der als Anoikis bezeichnet wird
[167]. Der Pls-Kinase-Signalweg wird bei Anhaftung von membranstandigen Integrinen an
extrazellulare Matrix aktiviert und stellt dabei einen zentralen Mediator von Uberlebens-
signalen dar [168]. Dies konnte bei der Untersuchung von kontroll-transfizierten und CA-
PKB/Akt-exprimierenden Einzelzellklonen der immortalisierten aber nicht transformierten
Brustephithel-Zelllinie MCF10A bestétigt werden. Wahrend Kontrollzellen unter Niedrig-
serumbedingungen und Verlust der Matrixanhaftung Anoikis unterliefen, konnten CA-
PKB/Akt-exprimierende Einzelzellklone unbeeinflusst proliferieren. Durch Zugabe von
Wachstumsfaktoren und einhergehender Aktivierung des Pls-Kinase-Signalwegs lieR sich
auch in kontroll-transfizierten MCF10A-Zellen das Auftreten von Anoikis verhindern.
Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt bzw. die Initiation des Pls-Kinase-Signalwegs stellen
also wichtige Mechanismen zur Verhinderung von Anoikis dar. Dem Todesrezeptor-
Signalweg scheint beim Auftreten von Anoikis und der nachfolgenden Aktivierung von
Caspasen eine wichtige Rolle zuzukommen, so dass die Uberexpression von Inhibitoren
dieser Signalwege wie z.B. c-FLIP oder clAP einen mdglichen Anoikis-Resistenz-
mechanismus darstellt [167, 194]. PKB/Akt kann nach Aktivierung des Todesrezeptor-
Signalwegs durch Caspase 3 an Asp'® und Asp'*® proteolytisch gespalten und somit
inaktiviert werden, was die zentrale Rolle von PKB/Akt bei der Verhinderung von Anoikis
unterstreicht [196].

Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um aus ihrer normalen Umgebung
zu desintegrieren und in andere Gewebe einzuwandern ohne Anoikis zu unterlaufen. Hierbei
kommt insbesondere den Signalmolekiilen ,,Integrin-linked Kinase* (ILK) und ,,Focal
Adhesion Kinase* (FAK) sowie dem Adaptermolekiil Shc eine besondere Bedeutung zu
[167]. ILK interagiert mit membranstandigen Integrinen und wird dabei durch die Zell-
Matrix-Adhésion aktiviert. Mdglicherweise tragt ILK Gber die Phosphorylierung von PKB/
Akt an Ser*”® zudem zu zellulirem Uberleben bei. Auch Shc, dessen Wechselwirkung mit
Integrinen noch nicht im Detail aufgeklart ist, kann durch Bindung von gab2 und grb2 Pls-
Kinase und somit PKB/AKkt aktivieren [167]. Dariber hinaus ist die Tyrosinkinase FAK in
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den Fokakontakten an der Weiterleitung von Signalen der Integrine und von weiteren
Adhasionsrezeptoren beteiligt [180]. Tyrosin-phosphoryliertes FAK aktiviert durch
Interaktion mit Proteinen wie beispielsweise Src, Shc, Grb2 oder Pls-Kinase verschiedene
Signalwege [195]. Eine ubermaRige Aktivierung von Shc-, ILK- oder FAK-abhé&ngigen
Signalwegen kann also zur Verhinderung von Anoikis beitragen.

Um die Rolle von FAK bei der Modulation von Anoikis naher zu beleuchten, wurden
kontroll-transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen unter verschiedenen Kultur-
bedingungen auf FAK-Aktivierung untersucht. Unter Kulturbedingungen liefl3 sich sowohl in
kontroll-transfizierten als auch CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen ein starkerer Phospho-
rylierungsgrad und damit einhergehend eine stirkere Kinaseaktivitdt von FAK detektieren,
wenn Zellen adhé&rieren konnten verglichen mit Zellen, die nicht an der Matrix anhafteten. Die
bei der Anlagerung der Integrine an Matrix-Komponenten und der anschlieBenden
Ausbildung von Integrin-Clustern ausgehenden Signale scheinen u.a. Uber FAK weitergeleitet
zu werden, weswegen FAK bei nicht-Anhaftung der Zellen auch schwacher aktiviert ist [195].
Unter Niedrigserumbedingungen konnte ein gegenteiliges Phdnomen beobachtet werden.
Zum einen war die Phosphorylierung und somit auch die Kinaseaktivitdt von FAK generell
niedriger als unter Kulturbedingungen, zum anderen war FAK in Zellen, die unter nicht-
anhaftenden Bedingungen kultiviert wurden, stérker aktiviert als in adharierten Zellen. Dies
lasst sich dadurch erkldren, dass FAK nicht nur tber Integrin-vermittelte Signale, sondern
auch durch eine Reihe weiterer Stimuli aktiviert wird. So vermitteln beispielsweise einige G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, weitere Oberflachenrezeptoren sowie bestimmte Stresssignale
ebenfalls die Phosphorylierung von FAK [195]. Die Kinaseaktivitdt von FAK war unter
Niedrigserumbedingungen in Kontrollzellen niedriger als in CA-PKB/Akt-exprimierenden
Zellen, was wahrscheinlich auf das Auftreten von Anoikis in Kontrollzellen zurtickzuftihren
ist, wahrend CA-PKB/Akt-exprimierende MCF10A Zellen auch unter diesen Bedingungen
uberleben konnten.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten experimentellen Daten sowie die Tatsache, dass
verschiedene Tumorzelllinien durch Verringerung der Expression von PKB/AKt1 nicht mehr
in der Lage sind, nach Verlust der Matrixanhaftung zu proliferieren und Apoptose zu
unterlaufen [197], unterstreichen die Bedeutung von PKB/Akt in der Verhinderung des
Auftretens von Anoikis. FAK bildet einen integralen Bestandteil des Integrin-Signalwegs,
kann aber auch durch weitere Faktoren aktiviert werden. In MCF10A Zellen geht die
Aktivierung von FAK unter Kulturbedingungen mit der Zelladhédsion einher, wahrend unter

Niedrigserumbedingungen zusatzliche Faktoren fir die Aktivierung von FAK bedeutsam
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sind. Insgesamt konnte PKB/Akt als ein wichtiger Mediator von Signalen zur Verhinderung
von Anoikis identifiziert werden. Zur Aufklarung der genauen Bedeutung von FAK bei der
Aktivierung verschiedener Signalwege nach Verlust der Matrixanhaftung bedarf es weiterer

eingehenderer Untersuchungen.

5.2.3. PKB/Akt vermittelt Chemoresistenz in vitro und in vivo

Neben der Verhinderung von Anoikis und der Verminderung apoptotischer Signale wird eine
Beteiligung von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz diskutiert. So zeigten sich
ovariale Tumorzellen, die konstitutiv aktives PKB/Akt exprimierten oder eine Amplifikation
des Akt2-Gens aufwiesen, gegentiber der Behandlung mit Paclitaxel deutlich weniger sensitiv
als Tumorzellen, die eine niedrige PKB/AkKt Expression besaBen [114]. Auch in
verschiedenen Lungenkarzinomzelllinien konnte eine konstitutive Aktivierung von PKB/Akt
detektiert werden, die zu einem verminderten zelluldren Ansprechen auf Chemotherapeutika
und Bestrahlung fuhrte [18]. Zur Untersuchung, ob die im Rahmen dieser Promotionsarbeit
generierten Zelllinien ebenfalls verstarkte Chemoresistenz aufwiesen, wurden kontroll-
transfizierte und CA-PKB/Akt-exprimierende SK-OV-3, MCF10A, A-549 und NCI H460
Zelllinien auf ihre Sensitivitat gegenuber verschiedenen Zellzyklus-abhangigen (Taxol, 5-FU)
bzw. Zellzyklus-unabhangigen Chemotherapeutika (Mitoxantron, Cis Platin, Doxorubicin)
untersucht. Zellzyklus-abhédngige Zytostatika wirken ausschlieBlich, wenn Zellen sich teilen
und den Zellzyklus durchlaufen: Der Antimetabolit 5-FU wirkt in der S-Phase und hemmt die
DNA- sowie die RNA-Synthese, wahrend Zellen nach Behandlung mit Taxol nicht in der
Lage sind, die Mitose vollstandig zu durchlaufen. Zellzyklus-unabhangige Chemothera-
peutika hingegen kénnen ihre Wirkung ohne das Durchlaufen des Zellzyklus entfalten. Ihre
Wirkung ist daher unabhéngig von der Proliferation der Zellen [15].

Eine sehr starke PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz zeigte sich in den beiden Lungen-
karzinomzelllinien A-549 und NCI H460, wobei die deutlichsten Effekte bei der Behandlung
mit Zellzyklus-unabhéngigen Chemotherapeutika zu beobachten waren. CA-PKB/Akt-
exprimierende MCF10A Zellen wiesen im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine schwache
Desensitivierung gegeniiber den getesteten Chemotherapeutika auf, wahrend sich in SK-OV-3
Zelllinien keine Unterschiede in der Sensitivitdat gegenliber den getesteten Zytostatika
detektieren liellen. Letztere Beobachtung lasst sich dadurch erkléaren, dass SK-OV-3 Zellen
bereits unter Niedrigserumbedingungen eine sehr hohe endogene PKB/Akt-Kinaseaktivitat
aufwiesen, so dass sich durch zusatzliche Expression von ektopischem CA-PKB/AKkt keine

weitergehenden Effekte erzielen lielen. Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt flhrt also in
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vitro zu einer Desengitivierung der Zelllinien MCF10A, A-549 sowie NCI H460 insbesondere
gegenuber Zellzyklus-unabhangigen Chemotherapeutika.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte dariiber hinaus erstmalig gezeigt werden, dass
PKB/Akt auch in vivo eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Chemoresistenz spielt.
In einem Xenograft Modell in Nacktméusen mit humanen CA-PKB/Akt-exprimierenden bzw.
kontroll-transfizierten NCI H460 Zelllinien zeigte sich eine deutliche PKB/Akt-vermittelte
Desensitivierung gegenlber verschiedenen Zytostatika. Im Gegensatz zu den in vitro-
Experimenten, bei denen sich eine PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz insbesondere bei
Behandlung der Zellen mit Zellzyklus-unabhangigen Substanzen beobachten liel3, wiesen CA-
PKB/Akt-exprimierende Tumore im Vergleich zu Kontrolltumoren eine Desensitivierung
sowohl gegentiber Zellzyklus-abhangigen (Taxol, 5-FU) als auch gegeniber Zellzyklus-
unabhéngigen Chemotherapeutika (Cis Platin, Doxorubicin, Cyclophosphamid) auf.
CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore zeigten im Vergleich zu Kontrolltumoren entgegen den
Ergebnissen in den in vitro-Experimenten keine Desensitivierung gegenlber Mitoxantron.
Wie schon bei der weiterreichenderen PKB/Akt-vermittelten Chemoresistenz in vivo, wird
hierbei deutlich, dass sich die Aufnahme, die Metabolisierung und die Wirksamkeit der
Zytostatika im soliden Tumor und in Zellkultur stark unterscheiden kénnen. Auffallig bei den
in vivo-Experimenten war darlber hinaus, dass Zytostatika behandelte CA-PKB/Akt-
exprimierende Tumore oftmals deutlich schneller wuchsen als unbehandelte CA-PKB/Akt-
exprimierende Tumore. Es wére denkbar, dass die PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz mog-
licherweise mit einer erhdhten Zellteilungs- und Proliferationsrate beim Auftreten zelluldrer
Stresssignale wie beispielsweise der Behandlung mit Chemotherapeutika einhergeht.
Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse aus den in vitro- und den in vivo-Experimenten, dass
PKB/Akt neben seiner anti-apoptotischen Funktion und seiner Bedeutung in der Vermittlung
von zellularen Uberlebenssignalen auch ein zentraler Mediator von Chemoresistenz ist. Das
im Rahmen dieser Promotionsarbeit etablierte Tiermodell stellt zudem ein bedeutendes
Instrument zur Evaluierung potentieller PKB/AKkt-Inhibitoren dar. Ein potentieller Inhibitor
von PKB/AKkt sollte in der Lage sein, PKB/Akt-vermittelte Chemoresistenz zu durchbrechen
und CA-PKB/Akt-exprimierende Xenografts gegenuber der Behandlung mit Zytostatika so zu
sensitivieren, dass CA-PKB/Akt-exprimierende Tumore das gleiche Ansprechverhalten auf

Zytostatika aufweisen wie NCI H460 Kontrolltumore.

5.2.4. Mechanismen PKB/Akt-vermittelter Chemoresistenz
Die meisten der heute in der Klinik verwendeten Chemotherapeutika téten Tumorzellen Gber
die Induktion von Apoptose [173]. Bei der Ausldsung von Apoptose spielen verschiedene
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Signalwege eine Rolle: Neben der Expression bzw. Freisetzung von Proteinen, die direkt
Apoptose induzieren kdnnen, wie beispielsweise der ,,Apoptosis inducing Factor* (AIP) [199]
leiten membranstdndige Rezeptoren (sogenannte Todesrezeptoren wie TNFa- oder Fas-
Rezeptoren), die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien vermittelt durch pro-
apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie sowie die Induktion des Tumorsuppressorproteins
p53 nach dem Auftreten von DNA-Schdden die Initiation von Apoptose ein [66, 173].
Wahrend AIP Apoptose unabhangig von der Aktivierung von Caspasen ausldsen kann, stellt
die Aktivierung von Caspasen einen integralen Bestandteil der anderen drei Signalwege dar
[198]. Zytostatika-vermittelte Apoptose wird groBtenteils durch Aktivierung des mitochon-
drialen Signalwegs initiiert. Caspase 8 fungiert hierbei als nachgeschaltete Effektor-Caspase
und nicht als Initiator-Caspase [210]. In der Literatur konnte kirzlich die Bedeutung sowohl
von Caspase 8 als auch von Caspase 9 flr die Auslésung von Apoptose in NCI H460 Zellen
gezeigt werden. Hierbei schien jedoch insbesondere der Caspase 8 und weniger der Caspase 9
eine apikale Rolle in der Initiation von Apoptose nach Behandlung mit Zytostatika
zuzukommen. Die Aktivierung von Caspase 8 erfolgte dabei aber nur in Abhangigkeit von
Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien mdglicherweise mittels Interaktion mit
Apaf-1 und durch Ausbildung eines alternativen ,,Apoptosoms* [212].

Bei der molekularen Untersuchung der PKB/Akt-vermittelten Desensitivierung von NCI
H460 Zellen gegeniiber Cis Platin und Mitoxantron zeigte sich, dass PKB/Akt durch breit
gefécherte Eingriffe in die apoptotischen Hauptsignalwege Chemoresistenz tiber eine Vielzahl
von Mechanismen vermittelt. Die im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich verlangsamte
Induktion von Apoptose in CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen nach Zytostatika-
Behandlung korrelierte mit quantitativen Unterschieden in der Aktivierung von Initiator- und
Effektor-Caspasen. Wéhrend Kontrollzellen nach Behandlung mit Cis Platin eine starke
proteolytische Spaltung der beiden Initiator-Caspasen 8 und 9, der Effektor-Caspasen 3 und 7
sowie des Caspase-Substrates PARP aufwiesen, zeigten CA-PKB/Akt-exprimierende Zellen
nur eine wesentlich schwéchere Aktivierung der Schliissel-Caspasen 8 und 9 sowie der
Effektor-Caspase 7 aber keine Aktivierung von Caspase 3 und Spaltung von PARP. Ein
dhnliches Bild ergab sich bei Behandlung der Zelllinien mit Mitoxantron, wobei die
Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-transfizierten Zellen im
Vergleich zur Behandlung mit Cis Platin geringer ausgepragt waren und die Initiator-Caspase
8 in beiden Zelllinien nur sehr schwach aktiviert wurde.

Die Caspasen 8 und 9 stehen jeweils an der Spitze zweier proteolytischer Caspase-Kaskaden,

die durch Initiation verschiedener Effektor-Caspasen zelluldre Proteine spalten und so zu
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DNA-Fragmentierung, Schrumpfung der Zelle und schlieBlich Zelltod fuhren [67-69]. Es ist
daher wahrscheinlich, dass die differenzielle Aktivierung der Effektor-Caspasen 3/7 sowie die
differenzielle Spaltung des nukledren Proteins PARP, in kontroll-transfizierten versus CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien aus der starkeren Aktivierung der beiden Initiator-

Caspasen 8 und 9 resultiert.

CA-PKB/Akt moduliert insbesondere den mitochondrialen Apoptose-Signalweg
Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass PKB/Akt in beide apoptotischen Haupt-
signalwege eingreifen und dadurch apoptotische Stimuli unterdriicken kann. So ist PKB/Akt
in der Lage, zum einen durch Phosphorylierung der Initiator-Caspase 9 sowie des pro-
apoptotischen Bcl-2-Homologs Bad den mitochondrialen Signalweg, zum anderen durch
Phosphorylierung von Forkhead Transkriptionsfaktoren, die die Expression des Fas-L
modulieren, den Todesrezeptor-Signalweg negativ zu regulieren [116]. Die differenzielle
Aktivierung der beiden Initiator-Caspasen 8 bzw. 9 in NCI H460 Zelllinien nach Zytostatika-
Behandlung lasst darauf schlielen, dass sowohl der Todesrezeptor-vermittelte als auch der
mitochondriale Signalweg durch Expression von CA-PKB/Akt gehemmt werden. Insbeson-
dere innerhalb des mitochondrialen Signalwegs konnten im Rahmen dieser Promotionsarbeit
Modifikationen detektiert werden, die fur das Auftreten von PKB/AKkt-vermittelter Chemo-
resistenz verantwortlich sein kdnnten.

Der initiale Schritt der Caspase 9 Aktivierung liegt in der Freisetzung von Cytochrom C aus
den Mitochondrien ins Zytosol. Zytosolisches Cytochrom C kann nach seiner Freisetzung an
Apaf-1 binden. Gemeinsam mit Caspase 9 aggregiert dieser Komplex zum ,,Apoptosom“,
einem 700kDa Proteinkomplex, innerhalb dessen es zur Aktivierung von Caspase 9 kommt
[88-90]. Mdgliche regulative Eingriffe in die Initiation der Caspase 9 Aktivierung stellt
einerseits eine Veranderung der Expression von Mitgliedern der Bcl-2-Familie oder deren
Modifikation beispielsweise durch Phosphorylierung dar [202]. Zum anderen flhrt eine
Inaktivierung von Apaf-1, dessen Expression nach dem Auftreten von DNA-Schaden p53-
abhangig induziert wird [170], zum Verlust der Caspase 9 Aktivierung und somit zur
Vermittlung von Chemoresistenz in verschiedenen malignen Melanomen [201]. Weder bei
der Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien noch bei der Induktion der Expression
von Apaf-1 zeigten sich nach Behandlung mit Mitoxantron und Cis Platin Unterschiede
zwischen kontroll-transfizierten und CA-PKB/Akt-exprimierenden Zelllinien. Allerdings
konnte in CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen insbesondere unter
Niedrigserumbedingungen eine verstarkte Phosphorylierung von Pro-Caspase 9 an Ser'*®

beobachtet werden. Diese bereits in der Literatur beschriebene PKB/Akt-vermittelte
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Phosphorylierung von Pro-Caspase 9 verhindert die Spaltung von Pro-Caspase 9 und somit
die Initiation der proteolytischen Caspase-Kaskade [171]. Da die Behandlung der Zellen mit
Zytostatika unter Niedrigserumbedingungen durchgefiihrt wurde, scheint es moglich, dass
Pro-Caspase 9 in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen aufgrund der verstarkten Phospho-

19 schwacher aktiviert wurde als in Kontrollzellen.

rylierung an Ser
Ein weiteres anti-apoptotisches Signal wurde bei der Analyse der Expressionslevel
verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie detektiert: Die Expression von Bcl-x. war
in CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen gegentber Kontrollzellen deutlich erhéht.
Bcl-x, ist in der Lage, zytosolisches Cytochrom C zu binden und auf diese Weise das
Auftreten von Apoptose zu verhindern [86]. So filhrt zum Beispiel eine Uberexpression von
Bcl-x_ in LNCaP- und PC-3-Zellen zu einer Desensitivierung gegenuber der Behandlung mit
Zytostatika [208]. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation des Pls-
Kinase-PKB/Akt-Signalwegs die Expression von Bcl-x,.-mRNA ansteigt [207]. Bei der
Untersuchung der Freisetzung von Cytochrom C nach Behandlung mit Zytostatika hatten sich
keine Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen und
Kontrollzellen ergeben. Durch die verstarkte Expression von Bcl-x. und dessen Bindung an
zytosolisches Cytochrom C ware es jedoch mdglich, dass im Zytosol von CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen weniger Cytochrom C zur Bindung an Apaf-1 und somit zur
Aktivierung von Pro-Caspase 9 zur Verfugung steht als in Kontrollzellen.

Der Fas-Rezeptor Signalweg spielt in der Zytostatika-vermittelten Apoptose eine wichtige
Rolle [173]. Die Exposition von Zellen mit bestimmten Chemotherapeutika fuhrt zum p53-
vermittelten Transport von Fas-R aus dem Golgi-Apparat an die Zelloberflache, wo diese
trimerisieren und somit die Bildung des ,,Death-inducing signaling complex* (DISC) aus dem
Adaptermolekiil FADD und Pro-Caspase 8 induzieren kénnen [175, 209]. Die Aktivierung
von Pro-Caspase 8 kann durch die Interaktion von c-FLIP mit dem DISC inhibiert werden
[74, 75]. Bei der Analyse dieses Signalwegs zeigten sich jedoch keine Unterschiede zwischen
CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen und Kontrollzellen bezuglich der Expression
von FADD, c-FLIP und Fas-R sowie dessen Translokation an die Zelloberflache.

In der Literatur wird insbesondere eine Beteiligung des Pls-Kinase-PKB/Akt-Signalwegs bei
der Modulation der Expression des Caspase 8-Inhibitors c-FLIP diskutiert. Durch Inhibition
dieses Signalweges mittels des Pls-Kinase-Inhibitors LY294002 lieR sich die Expression von
c-FLIP in verschiedenen Tumorzelllinien sowohl auf mMRNA- als auch Proteinebene senken,
wahrend durch Expression eines konstitutiv aktiven PKB/Akt-Derivats die intrazelluldre

c-FLIP-Expression gesteigert werden konnte [211]. Eine solche Modulation der Expression
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verschiedener Splice-Varianten von c-FLIP wurde jedoch in CA-PKB/Akt-exprimierenden
NCI H460 Zellen verglichen mit den Kontrollzellen nicht beobachtet.

Konstitutive Aktivierung von PKB/Akt verzogert die Initiation des pS3 Signalweges
Nach dem Auftreten von DNA-Schéden, die beispielsweise durch Behandlung von Zellen mit
Zytostatika hervorgerufen werden konnen, wird ein weiterer bedeutender apoptotischer
Signalweg aktiviert, bei dem das Tumorsuppressorprotein p53 eine Schlisselfunktion besitzt.
Die Aktivierung von p53 erfolgt mittels Phosphorylierung an mehreren Serin-Resten durch
verschiedene Serin-/Threonin-Kinasen wie ATM, ATR, DNA-PK oder Chk2 und fuhrt zur
Translokation von p53 in den Zellkern. Dort kann phosphoryliertes p53 die Transkription
verschiedener Gene induzieren: Phosphorylierung an Ser®® reguliert die transkriptionelle
Aktivitat von p53 durch Induktion der Expression von MDM2, Phosphorylierung an Ser®® und
Ser® fihrt zur Induktion der Expression von p21 und PCNA und somit zu Zellzyklusarrest
und DNA-Reparatur, wahrend Phosphorylierung an Ser'®, Ser®® und Ser* u.a. durch
transkriptionelle Repression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und die Induktion der pro-
apoptotischen Proteine Bax und AIP das Auftreten von Apoptose und die Initiation einer
Caspase-Kaskade vermittelt [97-109].

Sowohl bei Behandlung der Zellen mit Cis Platin als auch mit Mitoxantron liel sich in CA-
PKB/Akt-exprimierenden Zellen verglichen mit Kontrollzellen eine deutlich verlangsamte
Hochregulation von p53 beobachten, wahrend die Phosphorylierung von p53 an den Resten
Ser™, Ser®® und Ser® in beiden Zelllinien zum gleichen Zeitpunkt auftrat. In der Literatur
konnte bereits gezeigt werden, dass es durch konstitutive Aktivierung der Pls-Kinase bzw.
von PKB/AKt zu einer signifikanten Verschiebung der Induktion von p53-vermittelter
Apoptose kommt [182]. Die gleichzeitige Phosphorylierung von p53 in beiden Zelllinien nach
dem Auftreten von DNA-Schaden vermittelt durch die Behandlung mit Zytostatika deutet
darauf hin, dass es keine Unterschiede in der Aktivierung der verschiedenen, p53-
phosphorylierenden Serin-/Threonin-Kinasen gibt, sondern dass Unterschiede beim Auftreten
der p53-vermittelten Apoptose in einem nachgeschalteten Mechanismus begriindet liegen
missen. p53 kann sowohl Transkriptions-abhangige als auch Transkriptions-unabhangige
Apoptose vermitteln. Bei Analyse der Transkriptions-abhdngigen Mechanismen wie der
Induktion der Proteine p21 bzw. Bax konnten keine Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-
exprimierenden und kontroll-transfizierten Zellen beobachtet werden. Die Initiation von
Caspasen zéhlt zu den Transkriptions-unabhéngigen Mechanismen der p53-vermittelten
Apoptose, wobei der genaue Ablauf der Caspase-Aktivierung noch nicht aufgeklart ist. Neben

der Aktivierung von Caspase 9 konnte auch der Aktivierung von Caspase 8 innerhalb eines
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ca. 600kDa-Komplexes eine bedeutende Rolle bei der p53-vermittelten Apoptose zugewiesen
werden [213]. Somit ist vorstellbar, dass PKB/Akt neben der Modulation des mitochondrialen
Signalweges Chemoresistenz durch die verzdgerte Induktion von p53 und einhergehende

verzogerte Initiation der Caspasen 8 und 9 hervorruft.

5.2.5. Beditzt PKB/Akt eine pro-apoptotische Funktion ?

Wider Erwarten waren CA-PKB/Akt-exprimierende NCI H460-Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen sensitiver gegeniiber der Behandlung mit den apoptotischen Zytokinen TNFa
und Fas-L. Bisherige Untersuchungen in der Literatur hatten hingegen bei konstitutiver
Aktivierung von PKB/Akt eine Desensitivierung gegenuber TNFa- bzw. Fas-L-induzierter
Apoptose ergeben. Eine wichtige Rolle bei der Desensitivierung muriner Hepatozyten
gegeniber der Behandlung mit diesen beiden Zytokinen scheint die verstarkte Induktion des
Transkriptionsfaktors NF-kB durch PKB/Akt zu spielen [185]. Der Einfluss von PKB/AKkt auf
die Aktivierung von NF-kB ist in der Literatur allerdings umstritten [141, 214]. In den hier
durchgefuhrten Experimenten mit NCI H460-Zelllinien konnten keine Unterschiede in der
Induktion von NF-kB zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-transfizierten
Zellen nach Behandlung mit TNFa beobachtet werden. Unterschiede in NCI H460-Zelllinien
zeigten sich allerdings bei Betrachtung der Aktivierung von Caspase 8, die sowohl nach
Behandlung mit TNFa als auch mit Fas-L in CA-PKB/Akt-exprimierenden Zellen deutlich
starker war als in Kontrollzellen und die mit dem Auftreten von Apoptose korrelierte. Da sich
keine Expressionsunterschiede der Adaptermolekile TRADD, FADD und RIP sowie der
Caspase 8 Inhibitoren Flip a und 3 zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-
transfizierten Zellen detektieren lieBen, wére es denkbar, dass moglicherweise Modifikationen
dieser oder weiterer Proteine des Caspase 8-Signalwegs fir die verstérkte Aktivierung von
Caspase 8 verantwortlich sind. Auch ein verandertes Phosphorylierungsmuster des Hitze-
schockproteins 27 (Hsp27), das bei der Verhinderung von DAXX- und Askl-vermittelter
Apoptose eine wichtige Rolle spielt, konnte die PKB/Akt-vermittelte Sensitivierung
gegentber Fas-L- und TNFa-Behandlung hervorrufen [186, 216].

Auch bei Analyse der Gesamtexpression des Fas- bzw. des TNFa-Rezeptors konnten keine
Unterschiede zwischen CA-PKB/Akt-exprimierenden und kontroll-transfizierten Zellen
detektiert werden. Es ware allerdings denkbar, dass die Zytokin-Rezeptoren in CA-PKB/Akt-
exprimierenden Zellen in gréBerem MaRe in der Zellmembran lokalisiert sind oder dort
einfacher trimerisieren konnen, was eine Sensitivierung gegenilber den apoptotischen

Zytokinen Fas-L und TNFa erkldaren kénnte. So wurde in der Literatur beispielsweise eine
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verstirkte Expression der Zytokin-Rezeptoren TRAIL-R1/2, vermittelt durch die c-Rel
Untereinheit des NK-kB Transkriptionsfaktors, beobachtet, was das Auftreten von Apoptose
nach TRAIL-Behandlung erleichterte [215]. Aussagen Uber eventuelle Unterschiede in der
Oberflachenexpression oder der Trimerisierung der Rezeptoren lieRen sich mit Hilfe von
zusatzlichen FACS- bzw. FRET-Experimenten treffen. Die in der Western Blot Analyse unter
Kulturmedium-Bedingungen detektierbare zweite Bande bei Analyse der Expression des
TNFa-Rezeptors béte einen weiteren moglichen Ansatzpunkt fur zusétzliche Untersuchungen
der Sensitivierung von CA-PKB/Akt-exprimierenden NCI H460 Zellen gegenuber Fas-L bzw.
TNFa-Behandlung. Mdglicherweise handelt es sich dabei um Modifikationen des TNF-R1
oder um die Expression einer zusétzlichen Splice-Variante des TNF-R1.

Eine Sensitivierung CA-PKB/Akt-exprimierender Zellen gegeniiber der Behandlung mit Fas-
Ligand und TNFa lieR sich auBer in NCI H460-Zellen in keiner anderen Zelllinie zeigen.
Wahrend MCF10A- und SK-OV-3-Zelllinien keine Sensitivitdt gegeniiber den beiden
apoptotischen Zytokinen aufwiesen, mdglicherweise weil sie kein intaktes p53-Protein
exprimieren [99], war die klonale Varianz in A-549-Zellen zu groB, um eine definitive
Aussage Uber die Modifikation der Sensitivitat gegentber diesen apoptotischen Stimuli durch
die Expression von CA-PKB/Akt zu treffen. Interessant wére daher zum einen die
Untersuchung weiterer Wildtyp p53-exprimierender Zelllinien nach Expression von CA-
PKB/Akt sowie zum anderen die Behandlung von NCI H460 Zelllinien mit weiteren
Zytokinen wie beispielsweise TRAIL, ehe PKB/Akt neben seiner Bedeutung bei der
Vermittlung anti-apoptotischer Signale auch eine pro-apoptotische Funktion zugesprochen

werden kann.

5.2.6. PKB/Akt als potentielle Zielstruktur fir anti-tumorale Strategien

PKB/Akt wird in der Literatur als zentraler Mediator von zelluldren Uberlebenssignalen
beschrieben, dessen Isozyme in einer Vielzahl verschiedener humaner Tumore wie beispiels-
weise Gliome, Magen-, Prostata-, Brust-, Ovarial- oder Pankreaskarzinome in amplifizierter
und/oder konstitutiv aktivierter Form vorliegt [109-115]. Manche dieser Tumore
(insbesondere Gliome und Pankreastumore) sind als intrinsisch chemoresistent beschrieben
und es bestehen keine effektiven Chemotherapie-Optionen. Im Rahmen dieser Promotions-
arbeit konnte eine direkte Beteiligung von PKB/Akt bei der Vermittlung von Chemoresistenz
in vitro und in vivo nachgewiesen werden. Somit stellt PKB/AKkt eine interessante Zielstruktur
fur therapeutische Eingriffe dar, die zum einen auf eine verstarkte Unterdriickung tumor-

zellularer Uberlebenssignale und zum anderen auf eine Resensitivierung von Tumoren
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gegeniiber der Behandlung mit klinisch eingesetzten Standard-Chemotherapeutika abzielt.
Die Inhibition der zelluldren Kinaseaktivitdat von PKB/Akt konnte sich also positiv auf die
Behandelbarkeit verschiedener Tumore auswirken. Andererseits ist PKB/Akt ein ubiquitar
exprimiertes Protein, das an der Regulation verschiedener zellulérer Funktionen - u.a. auch
der Glucose-Homdostase - beteiligt ist. Ein potentieller Inhibitor von PKB/Akt kénnte somit
in vivo eine Reihe von Nebenwirkungen besitzen. Zwei kiirzlich in der Literatur beschriebene
knock-out Mausmodelle lieferten Einblicke in das Nebenwirkungsspektrum bei Verlust der
PKB/Akt Funktion. Insbesondere PKB/AKkt2(-/-) knock-out Mause wiesen dabei eine
Beeinflussung des Glucosestoffwechsels (Hyperglykamie), Insulin-Resistenz und ein mildes,
Diabetis mellitus-@hnliches Syndrom auf, wahrend PKB/Akt1(-/-) knock-out Mause organi-
sche Wachstumsstorungen und ansonsten einen relativ milden Phénotyp zeigten [205, 206].
Aufféllig war, dass die metabolischen Abnormitéten, die durch das Fehlen von PKB/Akt2
hervorgerufen wurden, durch PKB/Akt1 und 3 nicht kompensiert werden konnten. PKB/Akt2
scheint somit einen deutlich grof3eren Einfluss auf den Glucosestoffwechsel zu besitzen als
die beiden anderen Isoformen. Der relativ milde Phénotyp in PKB/Akt1l knock-out Mé&usen ist
moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass PKB/Akt2 und 3 teilweise zelluldre Aufgaben
von PKB/Akt1 tbernehmen kénnen. Ein selektiver Hemmstoff von PKB/AKkt1 ware daher fir
die Tumortherapie geeignet, da insbesondere der Glucosestoffwechsel nur in geringem MaRe
beeinflusst wirde. Aufgrund der groBen Homologie der Kinasedomanen von PKB/Aktl, 2
bzw. 3 und der in der Regel ATP-kompetitiven Eigenschaften von Kinaseinhibitoren ist eine
solche Selektivitat wohl nur schwer zu erreichen.

Die selektive Inhibition der Kinaseaktivitat von PKB/AKkt stellt trotz seiner zu erwartenden
Nebenwirkungen einen interessanten Ansatz flr neuartige therapeutische Strategien dar, da es
sich bei einem behandelbaren, transienten diabetischen Phénotyp sicherlich um ein
abwdgbares Risiko handelt. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit nachgewiesene direkte
Korrelation zwischen konstitutiver PKB/AKkt-Aktivierung und dem Auftreten von Chemo-
resistenz in vivo bildet die Grundlage fur die Entwicklung neuartiger Therapieansétze. Dabei
konnen Tumorzellen, die Chemoresistenz aufgrund einer hohen intrinsischen Aktivitat von
PKB/Akt aufweisen, durch Applikation eines PKB/Akt-Inhibitors gegenuber Standard-
Chemotherapeutika resensitiviert und auf diese Weise eine Vielzahl von chemoresistenten
Tumoren einer Therapie zugdnglich gemacht werden. Aufgrund der Attraktivitdt des
Zielmolekils PKB/AKkt ist zu erwarten, dass in Kirze selektive Kinaseinhibitoren entwickelt
und Klinischer Prufung unterzogen sein werden. Die Ergebnisse dieser klinischen Studien

werden letztendlich Aufschluss iber die Tragweite dieses therapeutischen Konzepts geben.
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6. Zusammenfassung

Der erste Tell dieser Promotionsarbeit umfasste die Etablierung und Validierung eines in vitro
Testsystems zur Auffindung von Substanzen, die selektiv die Interaktion der mitogenen
Signalmolekile Ras und Raf inhibieren kénnen. Die Deregulation der Ras-Signalkaskade
spielt in einer Vielzahl maligner Transformationen eine bedeutende Rolle. Daher besteht in
der pharmazeutischen Forschung grof3es Interesse an der Auffindung von Inhibitoren, die in
der Lage sind, solche proliferativen Signale zu unterbinden und mdglicherweise Ras-
vermittelte Malignitat einzudammen.

Das im Rahmen dieser Promotionsarbeit entwickelte Testsystem zur Detektion von
Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion basiert auf der intracistronischen [-Galaktosidase
Komplementation. Hierbei werden zwei sich nicht komplementierende Deletionsmutanten der
[3-Galaktosidase, deren Affinitat zueinander sehr niedrig ist, mit interagierenden Protein-
paaren fusioniert, wodurch es zur Ausbildung eines aktiven Enzymkomplexes kommen kann,
dessen Aktivitét sich Uber die Umwandlung eines fluorogenen Substrats nachweisen l&sst. Bei
Expression der interagierenden Fusionsproteine im E. coli Stamm ER2507 zeigte sich in
intakten Zellen eine spezifische Komplementation der Interaktionspartner. Eine in vitro
Komplementation der Fusionsproteine konnte trotz nativer Aufreinigung nicht beobachtet
werden, da die Proteine im zellfreien System unter den gegebenen Versuchsbedingungen nur
sehr schwach miteinander interagierten. Das zellulare Testsystem lieRe sich in dieser Form fiir
die Wirkstoffsuche nach Inhibitoren der Ras-Raf-Proteininteraktion einsetzen. Die Evalu-
ierung und Validierung muss aber fir jedes interagierende Proteinpaar gesondert erfolgen.
Der zweite Teil dieser Promotionsarbeit umfasste die Entwicklung und Charakterisierung
zellulérer Systeme zur Validierung von PKB/Akt als Zielstruktur fir die Entwicklung
neuartiger anti-tumoraler Strategien. PKB/Akt wird in der Literatur als zentraler Mediator von
zellularen Uberlebenssignalen beschrieben. Zudem weisen verschiedene Tumore eine
konstitutive Aktivierung und/oder eine Uberexpression von PKB/Akt auf, was maglicher-
weise mit dem Auftreten von Chemoresistenz korreliert.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte durch die Etablierung eines geeigneten zelluléren
Modells die Bedeutung von PKB/AKkt bei der Verhinderung des Auftretens von Anoikis
herausgestellt werden. Darliber hinaus gelang es erstmals, einen kausalen Zusammenhang
zwischen konstitutiver Aktivierung von PKB/Akt und der Vermittlung von Chemoresistenz in
vitro als auch in vivo darzulegen. Bei der molekularen Untersuchung der PKB/Akt-

vermittelten Desensitivierung von Lungenkarzinomzellen gegeniliber Zytostatika zeigte sich,
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dass PKB/Akt Chemoresistenz durch breit gefécherte Eingriffe in die apoptotischen Haupt-
signalwege (ber eine Vielzahl von Mechanismen wie beispielsweise die verstarkte Phospho-
rylierung der Initiator-Caspase 9, die erhdhte Expression des anti-apoptotischen Proteins
Bcl-x, oder die verlangsamte Induktion von p53 vermittelt.

Die selektive Inhibition der Kinaseaktivitdt von PKB/Akt stellt somit einen interessanten
Ansatz fir neuartige therapeutische Strategien dar, die darauf abzielen, Tumorzellen, die
Chemoresistenz aufgrund einer hohen intrinsischen Aktivitat von PKB/Akt aufweisen, durch
Applikation eines PKB/Akt-Inhibitors gegeniiber Standard-Chemotherapeutika zu resensi-
tivieren und auf diese Weise eine Vielzahl von chemoresistenten Tumoren einer Therapie

zuganglich zu machen.
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Central Cambria High School - Johnstown, Pennsylvania, USA

Grundstudium Diplom-Chemie an der Johann-Wolfgang-Goethe
Universitat in Frankfurt / Main

Diplomvorpriifung - Gesamturteil: ,,sehr gut*

Hauptstudium Diplom-Biochemie an der Johann-Wolfgang-Goethe
Universitat in Frankfurt / Main

Diplomhauptprifung - Note: 1

Diplomarbeit - Note: 1

Thema ,,Funktionelle Charakterisierung von sechs ortsspezifischen
Mutanten aus der sechsten Transmembranhelix des Gonadotropin-
Releasing-Hormon-Rezeptors*

Betreuung: Prof. Michel und Prof. Fasold

Durchfihrung: in den Labors der ASTA Medica AG Abteilung
Tumorforschung/Molekularbiologie - Leitung Dr. Beckers

Diplom-Biochemiker-Hauptprifung - Gesamturteil ,,sehr gut*



Promotion / Berufserfahrung

Januar 1999 - Februar 2002

Seit 1. Mérz 2002

Promotionsarbeit

Thema ,,Entwicklung molekularer Testsysteme fiir die pharmazeu-
tische Forschung: Inhibition des mitogenen Ras/Raf-Signalwegs
und Validierung von PKB/Akt als potentielle Zielstruktur zur
Therapie maligner Erkrankungen

Betreuung: Prof. Dingermann

Durchfihrung: in den Labors der ASTA Medica AG Abteilung
Tumorforschung/Molekularbiologie - Leitung Dr. Beckers

Wissenschaftlicher Mitarbeiter bei der G2M Cancer Drugs AG,
Frankfurt / Main

Freiwillige wissenschaftliche Aktivitiiten

Februar / Méarz 1992

Februar 1997

Februar 1997

Marz - April 1997

Juli - September 1997

Lehrtitigkeit

Teilnahme am Regional- und Landeswettbewerb ,JUGEND
FORSCHT - Themenbereich: Biologie®
- Verleihung eines Sonderpreises

Praktikum am Physiologischen Institut der Universitdt des
Saarlandes in Homburg / Saar bei Prof. Richter
Thema: ,,Die Xenopus-Oozyte als Expressionssystem*

Praktikum am Max-Planck-Institut fiir Biophysik unter der Leitung
von Prof. Fahrenholz mit Arbeiten am Vasopressin-Rezeptor

Praktikum am Georg-Speyer-Haus in der Abteilung ,,Molekulare
Virologie* bei Dr. Dietrich und Dr. Unger mit Arbeiten im Bereich
der HIV-Subtypisierung

Praktikum bei ASTA Medica AG in der Abteilung
Tumorforschung/Molekularbiologie unter der Leitung von Dr.
Beckers und Dr. Hoffmann mit Arbeiten am Gonadotropin-
Releasing-Hormon-Rezeptor

Juli - September 1997

Wissenschaftliche Hilfskraft am Gustav-Embden-Zentrum fir
Biologische Chemie der Johann-Wolfgang-Goethe Universitét in
Frankfurt / Main

Wissenschaftliche Veroffentlichungen

Hévelmann, S., Hoffmann, S.H., Kilhne, R., ter Laak, T., Reildnder, H. und Beckers, T. (2002).
»Impact of aromatic residues within transmembrane Helix 6 of the human Gonadotropin-Releasing
Hormone Receptor upon agonist and antagonist binding”, Biochemistry, 41:1129-1136.

Schmidt, M., Hovelmann, S. und Beckers, T. (2002). ,,A novel form of constitutively active
farnesylated Aktl prevents mammary epithelial cells from anoikis and suppresses chemotherapy-
induced apoptosis®, British Journal of Cancer, zur Publikation angenommen



