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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Apoptose

Der Begriff Apoptose ist griechischen Ursprungso(gpeg”, ptosis ,fallen®) und bezeichnet
sinngemal das Fallen der Blatter im Herbst (Keralgt1972). Der Prozess der Apoptose
nimmt vor allem in der embryonalen Entwicklung, ider Aufrechterhaltung der
Gewebshomoostase und bei der Eliminierung von @elige dem Organismus geféahrlich
werden kénnen (z.B. Tumorzellen und Virus-infizée#Zellen), eine wichtige Stellung ein.
Auch im Immunsystem sind apoptotische Vorgangekinmalen Deletion autoreaktiver oder
nutzloser Immunzellen unabdinglich. Charakterisieid die Apoptose durch verschiedene
morphologische und biochemische Kriterien (Strasdeal., 2000). Die Zellen schrumpfen
und l6sen sich in der Folge vom Zellverband abné&eist die Kondensation des Chromatins
und des Zytoplasmas zu beobachten. Die genomisblfeidrd zwischen den Nukleosomen
gespalten, wodurch Vielfache von 185 Basenpaartstedren (Nagata, 2000). Dartiber hinaus
kommt es in der Zelle wahrend des apoptotischerzd3ses zum Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotenzials und zu einem WAlufas pH-Wertes (Ly et al., 2003;
Matsuyama et al., 2000; Nilsson et al., 2006). N@g@hFragmentierung des Zellkerns kommt
es zum Zerfall der Zelle in kleine, membranumgebBaetikel, wodurch es wahrend der
Apoptose im Gegensatz zu nekrotischen Prozessekeiner Freisetzung von zellularem
Inhalt ins umliegende Gewebe kommt (,stiller” Zetl) (Fink und Cookson, 2005; Leist und
Jaatteld, 2001; Strasser et al., 2000) (Abbilduay Das Phospholipid Phosphatidylserin, das
in gesunden Zellen Uberwiegend auf der zytosolischeite der Zellmembran zu finden ist,
erscheint wahrend der Apoptose auf der Zellobdr#a¢Fadok et al., 1992), was zur
Erkennung, Aufnahme und Verdau der apoptotischempétdhen durch Phagozyten beitragt
(Savill und Fadok, 2000). Liegt bei der Eliminieguaine Stérung vor, so werden die Zellen
sekundéar nekrotisch, was das Austreten des zaldnhalts zur Folge hat und
inflammatorische Reaktionen hervorruft (Farber,49%uber et al., 2004; Wu et al., 2001).
Der Prozess der Apoptose wurde lange Zeit austicle in Metazoen beobachtet.
Allerdings haben Madeo et al. zeigen konnen, dassh aeinzellige Organismen wie
Saccharomyces cerevis@in Apoptose-ahnliches Selbstmordprogramm akgwiekonnen.
(Madeo et al., 1997; Madeo et al., 2002).

Aus der Storung der apoptotischen Regulationsmesimam resultiert die Entwicklung
verschiedener Erkrankungen (Hetts, 1998). So fiinm Beispiel eine zu hohe Apoptoserate

zu hepatobilidaren Erkrankungen, chronisch-entzghdl Darmerkrankungen, aber auch zu
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neurodegenerativen Erscheinungen. Im Gegensatz steht eine zu geringe Apoptoserate

zum Beispiel in Verbindung zu Tumoren und der Efitshg latenter viraler Infektionen.

Nekrose

Apoptose

Embryogenese, Morpho-

genese, Zellhomﬁost?

Komplementlyse, Hyperthermie,
lytische virale Infektionen etc.

Zellschrumpfung
Chromatinkondensation /-
PS-Externalisierung etc. /@

Zellschwellung

Ausbildung gestorte Eliminierung
apoptotischer apoptotischer Zellen
Korperchen

\ .
<9 .90 1

“sekundédre Nekrose” L . 4 Zelllyse, Verlust der
4 Y ® | Membranintegritét,

B Freisetzung von Zell-

Phagozytose durch inhalt

professionelle T4
Phagozyten oder
Nachbarzellen

“stiller” Zelltod Inflammation

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der morphalgischen Veranderungen wahrend der
Apoptose und der Nekrose

Wéhrend der Apoptose erféhrt die Zelle verschiedmoephologische Veréanderungen wie Zellschrumpfung,
Kondensation des Chromatins und Externalisierungn Rhosphatidylserin. Nach der Ausbildung der
apoptotischen Koérperchen kommt es zur Phagozytosehdprofessionelle Phagozyten oder Nachbarzellen.
Dadurch gelangt kein zellularer Inhalt in die Umged, so dass der Vorgang der Apoptose auch altersti
Zelltod bezeichnet wird. Wahrend der Nekrose hiegegrfolgt eine Zellschwellung, was die Zelllyset mi
Verlust der Membranintegritat und die Freisetzumg Zellinhalt zur Folge hat. Liegt eine Stérung ber
Eliminierung der apoptotischen Zellen vor, so wdn diese mit der Zeit ihre Membranintegritat uvetden
sekundér nekrotisch. Aufgrund dessen kann ebensawich primar nekrotische Zellen eine inflammaice
Reaktion ausgeldst werden (Nach Lauber (Dissertai603, Eberhard-Karls-Universitéat Tubingen)).

1.2 Signalwege der Apoptose

1.2.1 Extrinsischer Apoptose-Signalweg

Zur gezielten Eliminierung von Zellen aus dem Organus ist eine komplexe inter- und

intrazellulare Kommunikation erforderlich. Dies sgelt sich in den bis heute bekannten zwei
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Hauptwegen der Apoptose, die als der extrinsisché der intrinsische Signalweg der
Apoptose bezeichnet werden, wider.

Das Signal des extrinsischen  Apoptose-Signalwegesielcher auch  als
Todesrezeptorsignalweg bezeichnet wird, wird mitifeHider mehr als 20 Proteine
umfassenden Superfamilie der TNF-Rezeptoren inZdige tbertragen und tragt somit zur
Regulation von Zelltod und Uberleben, aber auch differenzierung und der
Immunregulation bei (Ashkenazi und Dixit, 1998; Knaer, 2000; Walczak und Krammer,
2000). Charakterisiert sind die TNF-Rezeptoren klurehrere verschiedene extrazellulare
Domanen, eine Transmembranregion und eine zytoplkisrthe Todesdoméane (Ddeath
domaip aus ca. 80 Aminosduren, welche eine entscheidefddle bei der
Signalweiterleitung in die Zelle spielt. Der am teesbeschriebene Todesrezeptor ist CD95
(APO-1/Fas) (Itoh et al.,, 1991). Insgesamt sind tlemieile 6 Mitglieder der
Todesrezeptorfamilie identifiziert worden (TNF-RAD95, TRAMP, TRAIL-R1, TRAIL-R2,
DR6) (Schulze-Osthoff et al., 1998).

Bei den Liganden der TNF-Familie (CD95L, TAIFTRAIL, TWEAK und RANKL) handelt
es sich um homotrimere Proteine, durch die Uber @igomerisierung der Rezeptoren eine
Aktivierung dieses Signalweges ausgelost wird (Baret al., 1993; Beutler und van Huffel,
1994; Dhein et al., 1992; Eck und Sprang, 1989¢edaat al., 1992; Wiley et al., 1995). Zwar
werden die Todesliganden normalerweise als Trandraproteine synthetisiert, allerdings
liegen diese infolge alternativen SpleiRens odechn&paltung durch spezifische
Metalloproteinasen auch in léslicher Form vor (Sedal., 1993). Im Falle des am besten
charakterisierten CD95-Rezeptor/Ligand-System koremtnhach der Ligandenbindung zur
Trimerisierung des Rezeptors und somit zur Bildueg Todesrezeptorkomplexes (DISC;
death inducingsignaling complex Hierbei kommt es zur Rekrutierung des Adaptesns
FADD (Fas-associating protein with death domhiidber die homophile Interaktion der
Todesdomanen aus Rezeptor und Adapterprotein. Bartimaus besitzt FADD eine
Todeseffektordoméane (DEDgdeath effector domajn tUber die Uber eine homophile
Interaktion an die DED der Pro-Caspase-8 bindetdiBeet al., 1996; Fernandes-Alnemri et
al., 1996; Kischkel et al., 1995; Medema et al97;Muzio et al., 1996). Uber diese lokale
Aggregation erfolgt entsprechend des Modells dadykzierten Proximitat® (Salvesen und
Dixit, 1999) die autokatalytische Aktivierung deyrdogene (Martin et al., 1998; Muzio et
al., 1998). Nach der Aktivierung und der Freisetzans dem Todesrezeptorkomplex spaltet
die Initiatorcaspase-8 ihre Substrate (v.a. Effeddspasen) durch limitierte Proteolyse, was

infolge der Prozessierung relevanter Apoptose-Saflestendgliltig den programmierten
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Zelltod auslost. Durch die Caspase-8-vermitteltaltdpg des pro-apoptotischen Bcl-2-
Proteins Bid (Li et al., 1998a; Luo et al., 1998duder Caspase-6 (Takahashi et al., 1997)
findet eine Verknupfung zwischen dem extrinsisched intrinsischen Signalweg statt. Somit
kann der mitochondriale Apoptose-Signalweg zuséizéls Verstarkungsmechanismus des
extrinsischen Signalweges wirken (Abbildung 1.2).

Es wird zwischen zwei CD95 (APO-1/Fas) Signalwegeterschieden (Scaffidi et al., 1998).
In Typ I-Zellen erfolgt die Aktivierung der Initiatcaspase-8 am DISC innerhalb von
Minuten mit darauf folgender Aktivierung der Casp#&s Dieser Signalweg kann nicht durch
Bcl-2- oder Bcl-x-Uberexpression blockiert werden. Im Gegensatz daflgt in den so
genannten Typ lI-Zellen die DISC-Bildung verzégend die Apoptose-Induktion durch Bid-
Spaltung und anschlieBender Verwendung des mitaktladen Apoptose-Signalweges, was
eine Blockierung durch die Bcl-2-Proteine Bcl-2 uBd-x. ermdglicht. Typ I- und Typ II-
Zellen werden in der Literatur allerdings kontravetiskutiert. So konnten verschiedene
Arbeitsgruppen zeigen, dass in Jurkat-Zellen, dge Ta/p 1l-Zellen eingeordnet werden,
TRAIL-induzierte Apoptose stattfinden kann, wenmgfeauch verzdgert (Engels et al., 2000;
Rudner et al., 2001).

Todesrezeptor- Todesrezeptor-
abhangige Stimuli unabhangige Stimuli

}
P

Caspase- —p> |--------
Kaskade

¢ DIABLO
¢ == DD
e - HEH DED
Apoptose G DTSR CARD

Abbildung 1.2 (Legende s. néachste Seite)
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Abbildung 1.2: Die Hauptsignalwege der Apoptose

Der extrinsische Apoptose-SignalwegNach der Ligandenbindung und Rezeptoroligomerisigrkommt es
zur Rekrutierung des Adapterproteins FADDasfassociating protein with death domhiriiber die
TodesdomanenDD; death domaih Der daraus resultierende DIS@e@th inducing signaling complefihrt
zur Rekrutierung und Prozessierung der Pro-CaspaBée so aktivierte Caspase-8 spaltet ihre Effigddmteine
und setzt dadurch das Selbstmordprogramm in Gang.

Der intrinsische, mitochondriale Apoptose-Signalweg Zellularer Stress filhrt zur Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium. Mit Hilfe diesegond messengeesfolgt eine Konformationsdnderung
am Apaf-1, wodurch nach dATP-Hydrolyse der hochikalEre Komplex, das Apoptosom, gebildet werden
kann. Uber die Interaktion mit der Apaf-1 CARD-Dameskommt es zur Rekrutierung der Pro-Caspase-rin d
Komplex und auf diese Weise zur Aktivierung dieBegyms. In der Folge spaltet Caspase-9 ihre Subsiral
Apoptose wird initiiert.

Die Regulation des apoptotischen Prozesses eifibigt Bcl-2-Proteine. So sind pro-apoptotische Rietavie
Bax und Puma an der Freisetzung apoptogener Fakbéu® dem Mitochondrium beteiligt. Das anti-apaptbt
wirkende Bcl-2 inhibiert dagegen die Freisetzungy v@ytochrom ¢ aus dem Mitochondrium. Durch die
Spaltung des pro-apoptotischen Proteins Bid koninet ¥erknipfung beider Signalwege zustande.

Des Weiteren Ubernimmt die Proteinfamilie der IAfshibitors of apoptosis proteipsdie Regulation der
apoptotischen Prozesse, welche direkt an Caspasderbund dadurch eine Inhibierung bewirken koénnen.
Dieser Vorgang kann durch Smac/DIABLO (Smaegond mitochondria-derived activator of caspasesct
IAP-binding protein with low pIDIABLO; direct IAP binding protein with low plaufgehoben werden, der
ebenfalls aus dem Mitochondrium freigesetzt werkiemn. (Nach Lauber (Dissertation, 2003, EberhardsKa
Universitat Tubingen))

1.2.2 Intrinsische Apoptose-Signalwege

1.2.2.1 Der mitochondriale Apoptose-Signalweg

Zusétzlich zu seiner Funktion als Energie genemigge Organell konnte das Mitochondrium
als Zentrum fuir Uberlebens- und Todessignale ifleistit werden (Adrain und Martin, 2001;
Li et al., 2001; Liu et al., 1996; Susin et al. 999 Suzuki et al., 2001) und ist heute als
zentrales Organell des mitochondrialen Apoptosex8wgeges bekannt. Die Apoptose-
Induktion Uber den intrinsischen Apoptose-Signalveefplgt aufgrund zellularen Stresses
(z.B. DNA-Schadigung, oxidativer Stress), der dufgiostatika, UV- oder Gammastrahlung
hervorgerufen werden kann und zu p53-vermitteltelzgklus-Arrest, DNA-Reparatur oder
Apoptose fuhrt. p53 induziert Apoptose durch di@angkriptionelle Expression pro-
apoptotischer Proteine wie z.B. Bax, Purp&3-upregulated modulator of apoptgsisnd
Noxa, die zum Verlust der Membranintegritat undutall zur Freisetzung von Cytochrom ¢
aus dem Mitochondrium beitragen (Liu et al., 1986kano und Vousden, 2001; Oda et al.,
2000). Cytochrom c tbernimmt in vitalen Zellen #iektronentbertragung von Komplex Il
auf Komplex IV wahrend der Atmungskette, fungidseanach seiner Freisetzung ins Zytosol
wahrend der Apoptose atecond messengemnd tragt durch eine Konformationsénderung
des Adapterproteins Apaf-lagoptotic proteaseactivating factoy zur Bildung des
Apoptosoms bei (Acehan et al., 2002; Adrain et1899; Cain et al., 2002; Cain et al., 1999;
Li et al., 1997a; Ott et al., 2002; Shi, 2001; Zstual., 1999). Das Adapterprotein Apaf-1
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besteht aus drei funktionalen Doméanen: einer N4italan Caspase-Rekrutierungsdomane
(CARD; caspase-recruitment domajreiner zentralen Nukleotid-Bindungsstelle und Ewo
bis dreizehn WD-4@Repeatsam C-Terminus des Molekuls (Hill et al., 2003).cNader
Bindung von Cytochrom c an die WIRepeatsRegion der so genannten geschlossenen Form
von Apaf-1 und der Hydrolyse von dATP kommt es Xonformationsanderung und
anschlieBend zu einer Oligomerisierung von ApaRiedl und Salvesen, 2007; Saleh et al.,

1999) und damit zur Bildung des hochmolekularengpsom-Komplexes (Abbildung 1.3).
73 . Apaf-1 (dATP)
[
@l‘
Pi
o
®
(JADF)

dATP-Hydrolyse

D
dADP/ATP
o (Nukleotid-Austausch)
)
*
- < \&
o g \
)
’ %’ > one
5 . &
@ @ [ ] \__% aktives
Apoptosom
L @ .

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Apoptasn-Bildung

Das Adapterprotein liegt in einer so genanntentgessenen Form vor. Nach der Bindung von Cytochccan
die WD40RepeatsRegion (grin) von Apaf-l1 und dATP-Hydrolyse kommds aufgrund einer
Konformationsanderung zur Freilegung der CARD-Doen@siau) und zur Oligomerisierung von sieben Apaf-1
Molekulen, was eine Voraussetzung fur die Rekrutigrund Aktivierung der Caspase-9 darstellt. (Niich et

al. (Kim et al., 2005)

Darlber hinaus erfolgt wéahrend dieses VorgangsFielegung der CARD-Domane und

ermoglicht nun Uber eine homophile Interaktion Riekrutierung der Pro-Caspase-9 in das
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Apoptosom. Ahnlich der Aktivierung der Caspase-8ctuden Todesrezeptorkomplex bietet
das Apoptosom eine Plattform zur Aktivierung dep-Baspase-9 nach dem Modell der
.induzierten Proximitat* (Rodriguez und Lazebnik99B). Durch die Prozessierung der
Initiatorcaspase-9 und der Spaltung ihrer Substréate die Caspase-Kaskade ausgeldst und
das Apoptose-Programm kann ablaufen (Abbildung E(R)die Aktivierung der Caspase-9
mit Hilfe des Apoptosoms werden neben dem Modelt dgeaduzierten Proximitat
(Rodriguez und Lazebnik, 1999) auch ein Modell g&goximitats-basierten Dimerisierung*”
(Boatright, 2003; Renatus et al., 2001)und der ymdrten Konformation“ (Shi, 2004b;
Shiozaki et al., 2003) diskutiert. Fur beide Modddtellt die rAumliche Nahe innerhalb des
Apoptosoms eine Grundvoraussetzung fur die Aktingrdar. Im Falle des Modells der
~Proximitats-basierten Dimerisierung” resultiertraias die Dimerisierung der Caspase-9 und
damit ihre Aktivierung. Im Gegensatz zum Modell geduzierten Konformation®, bei dem
durch eine Konformationsanderung (z.B. des aktiZentrums der Apoptosom-gebundenen
Caspase-9) der Ubergang in den aktiven Zustantherfo

1.2.2.2 Der ER-Stress-Signalweg

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) spielt in delleZeine entscheidende Rolle bei der
Proteinsynthese, der Proteinfaltung und der Spricigevon C4" (Paschen, 2001; Paschen
und Mengesdorf, 2005). Die Stérung der*@domoostase, Bildung freier Radikale,
Inhibierung der Proteinglykosylierung und die Akkulrerung falsch gefalteter Proteine fuhrt
zu ER-Stress in der Zelle. Dauert der ER-Stresssannduziert dies Apoptose. Zunéchst
wurde Caspase-12 als beteiligte Initiatorcaspasélanssystem beschrieben (Nakagawa et
al., 2000), die durch direkte Aktivierung von Casp&® Cytochrom c- und Apoptosom-
unabhangig Apoptose induzieren kann (Reimertz .et2803). Mittlerweile werden jedoch
sowohl die Beteiligung der Caspase-12 (Di Sanolet2806) als auch die Apoptosom-
Unabhéngigkeit dieses Signalweges in Frage geé&aleh et al., 2006). Im humanen System
ist der Mechanismus des ER-Stress induzierten Bvwggas noch weitgehend ungeklart.
Aufgrund der Abwesenheit von Caspase-12 im humadenom lauft die Aktivierung der
ER-Stress induzierten Apoptose vermutlich tber detochondrialen Signalweg, unter
Beteiligung von c-Abl (Ito et al., 2001) oder®Cab (Pinton et al., 2001).

1.2.2.3 Das PIDDosom

Seit einiger Zeit wird das PIDDosom als nukleareonplex zur Apoptose-Induktion
diskutiert (Tinel und Tschopp, 2004). Dieser Komplentsteht durch DNA-schadigende

Agenzien, durch die eine Hochregulation von p53imelt wird und durch die es in der Folge
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zur Komplexbildung, &hnlich dem DISC oder Apoptos&mmmt. Das verstarkt exprimierte
PIDD (p53-induced protein with death dompirekrutiert durch homophile Interaktion der
Todesdomanen das Adapterprotein RAIDIRIR-associated ICH1/CED-3-homologous
protein with death domajnDieses verflugt neben der Todesdoméne auch iheCGARD-
Domane, Uber die die Pro-Caspase-2 rekrutiert inmiicés der Caspase-8 und Caspase-9 in
diesem Komplex aktiviert werden kann (Modell demduzierten Proximitat®). Die
Weiterleitung des apoptotischen Signals erfolgcdutie Caspase-2-abhangige Spaltung des
pro-apoptotischen Proteins Bid (Gao et al., 200&sslus et al., 2002), was zur Aktivierung
von Bax/Bak und zur Freisetzung von Cytochrom cb@tson et al., 2002) und damit zur
Aktivierung der mitochondrialen Apoptose-Maschieefiihrt (Guo et al.,, 2002). Trotz der
oben genannten Befunde ist die Existenz dieses komp weiterhin umstritten (Samraj et
al., 2007).

1.2.2.4 Apaf-1-unabhangige Signalwege

Neben den bereits beschriebenen Apoptose-Signatwegerden weitere, Apaf-1-
unabhangige Signalwege diskutiert (Tabelle 1.1nigeé davon konnten bisher nur in
Mausezellen beobachtet werden. So beschreiben Rbtaroet al. (Belmokhtar et al., 2003)
einen Apoptosom-unabhangigen und Caspase-3- ummha®héngigen und Marsden et al.
(Marsden et al., 2004) einen Apoptosom-unabhangigieer Caspase-abhéngigen Signalweg.
Daruber hinaus veroffentlichten Henderson et alendéerson et al., 2005) einen durch
Proteasominhibitoren induzierten Bcl-2-abhangigdier Caspase-9-unabhéngigen Signalweg
in humanen Fibroblasten. Auch besteht die Moglidhkiass ER-Stress induzierte Apoptose
im Humansystem oder auch lysosomaler Zelltod in $é&broblasten Apoptosom-
unabhangig ausgeldst werden kann (Gyrd-Hansen, &04l6; Lopez-Anton et al., 2006). Die
Mechanismen der Apaf-1-unabh&ngigen Signalwege l@mtieute allerdings nicht im Detail

aufgeklart.
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Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Apaf-1-unabhangigeSignalwege

Literatur Signalweg

Apoptosom-unabhangig,

Belmokhtar et al., 2003 Caspase-3 und -9 unabhangig

Apoptosom-unabhangig,

Marsden et al., 2004 Caspase-abhéngig

Bcl-2-abhangig,

Henderson et al., 2005 Caspase-9-unabhangig

Lopez-Anton et al., 2006 Apoptosom-unabhéngig

Gyrd-Hansen et al., 2006 Apoptosom-unabhéngig

1.3 Caspasen und ihre Substrate

Die morphologischen Veranderungen der Zelle, dietdadlich zur Desintegration und
Eliminierung durch Phagozyten fihren, sind eine $&muenz der proteolytischen
Prozessierung vonyGStein-Aspartat-ProteaseCaspasen) (Alnemri et al., 1996; Budihardjo
et al, 1999). Durch den raschen Ablauf irreveesibl posttranslationaler
Proteinmodifikationen erfolgt die Vollstreckung dgsoptotischen Prozesses.

Caspasen sind eine hoch konservierte Familie vaste@yProteasen mit einer Spaltspezifitat
nach Aspartatresten. Zunéchst werden diese Enzim@®a 55 kDa grol3e Zymogene mit nur
sehr geringer enzymatischer Aktivitat synthetisieitn Rahmen ihrer proteolytischen
Aktivierung wird diese Proform in eine grof3e (c&® RDa) und eine kleine Untereinheit
(ca. 10 kDa) gespalten und die N-terminale Prod@&ifernt. In ihrer aktiven Form liegen
Caspasen in der Regel als Heterotetramere bestehenge zwei grof3en und zwei kleinen
Untereinheiten vor. Die Aktivierung von Caspasefolgt entweder durch proteolytische
Prozessierung oder durch die Rekrutierung in KorgléApoptosom, DISC, PIDDosom,
s. oben). Diese Aggregation fuhrt zur autokatatyiesn Prozessierung nach dem Modell der
.induzierten Proximitat* (Salvesen und Dixit, 1999)

Die bisher bekannten 11 Mitglieder der humanen &sesif-amilie (Degterev und Yuan,
2008) (von insgesamt 14 beschriebene Caspaserabgef) kdnnen phylogenetisch in zwei
Subfamilien eingeteilt werden (Abbildung 1.4). Seten die bekannten Caspasen entweder
in der Zytokinreifung in der Inflammation oder wéhd der Apoptose eine zentrale Rolle.
Die apoptotischen Caspasen lassen sich, basievémial ange ihrer Prodoménen, weiter in

Initiator- und Effektorcaspasen einteilen. Wahredde Initiatorcaspasen sehr lange
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N-terminale Prodomé&nen besitzen, die fir die Redmung in die Komplexe und damit fur
die Aktivierung der Caspasen essentiell sind, Ibestelie Prodomanen der Effektorcaspasen
oftmals nur aus wenigen Aminosauren, was eine atabkische Spaltung dieser Enzyme
verhindert.

Neben der allen Caspasen gemeinsamen Spezifitéirfén Aspartatrest an der P1-Position
der Spaltstelle wird die Substratspezifitdt des té&/en durch die vorangehenden
Aminosauren an P4 und P3 bestimmt. Dartber hinelsirgt auch die Aminosdure an der
P1'-Position von Bedeutung zu sein, so dass eilaelgm@e oder raumlich sperrige Aminosaure
die Proteolyse negativ beeinflussen konnte (Sté&eniet al., 2000). Nach intensiven
Untersuchungen liel3 sich fur jede Caspase nahemangs ein Konsensus-Motiv ermitteln
(Abbildung 1.4) (Rano et al., 1997; Thornberry Urakebnik, 1998). Vergleichbar mit der
Blutgerinnung oder dem Komplementsystem erfolgt neéti der Apoptose-Initiation eine
Kaskade von proteolytischen Auto- und Transaktiuigien, die schnell und irreversibel
ablauft (Slee et al., 1999).

Inzwischen sind einige Proteine als Caspasesubshekannt, deren Funktion durch die
Prozessierung irreversibel beeinflusst wird. So kdnes durch die Prozessierung der
Effektorcaspasen z.B. zur Spaltung von Zytoskelettd Strukturproteinen, zur Inaktivierung
von Zelladh&asionsmolekilen, aber auch zur Beeisfing von Zellzyklus-Proteinen oder
DNA-Reparatur-Proteinen (Fischer et al., 2003; Istmod Schulze-Osthoff, 1998). Alles in
allem fuhren diese Vorgange zum Zellzyklusarrestn 2Verlust von Zell-Zell-Kontakten,
Zeiose (nembrane blebbingzur Markierung von apoptotischen Zellen fiir Bieagozytose,

Attraktion von Phagozyten und zur Auflosung deré&el



Einleitung 11

Domanenstruktur  Subsirai-

der Pro-Caspasen sequenz Funktion
119 207 317 404 ST
Caspase-1 w YEVD Inflammation
152 316331 435
28 175 277 -
Caspass-3 @leE ... o
270200 377
311331 418
Caspase-5 w (W/LEHD) Inflammation
23 170194 203
VEID
Lo paser -8 .o Apoptose
23 108 303
Caspase-7 -“ DEVD Apoptose
216 374385 479
Caspase-8 DED ' DED (I/LETD Apoptose
315331 416
219 415 521
Caspase-10  [WpT=p I p]=p) IEAD Apoptose
242
Caspase-14 . WEHD Keratinozyten-
-.. YEVD Differenzierung?

Abbildung 1.4: Die Familie der humanen Caspasen nacHill et al.(Hill et al., 2003)

Jede Caspase besteht aus einer groRen und eimamkigntereinheit. AuRerdem besitzen die Initiadgpasen
eine CARD ¢aspase recruitment domaiader eine DEDdeath effector domajrDomane. Aul3erdem zeigt die
Abbildung die internen Prozessierungstellen, dibsBatsequenzen und die Funktion der jeweiligenp@ses
(Nach Hill et al. (Hill et al., 2003))

1.4 Regulationsmechanismen

Durch die Aktivierung der Caspasen lauft in ded&ehweigerlich das Selbstmordprogramm
ab. Deshalb ist es von essentieller Bedeutung, dassVorgang der Apoptose durch
verschiedene Mechanismen reguliert wird. Zum einerden Caspasen als Zymogene
synthetisiert und bedirfen einer Prozessierung,das Apoptose-Programm zu induzieren.
Doch auch die Vorstufen der Caspasen weisen eirieggeAktivitat auf (Kumar, 2007), so
dass neben diesem Mechanismus noch weitere natlg wn gewahrleisten zu kénnen, dass

die Zelle nur gezielt in die Apoptose geht.
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1.4.1 Die Bcl-2-Proteinfamilie

Der mitochondriale Apoptose-Signalweg ist abhangig der Bcl-2-Proteinfamilie, da diese
fur die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren ¢Clytom c, Smac/DIABLO) aus dem
Mitochondrium und dadurch in der Folge fir die Aigrung des intrinsischen Signalweges
verantwortlich ist (Chipuk und Green, 2008). Diateilung der verschiedenen Mitglieder der
Bcl-2-Proteinfamilie basiert auf vier verschiedenBal-2-Homologie-Doménen (BH1 - 4)
(Youle und Strasser, 2008) (Abbildung 1.5). Mitdke, die alle vier BH-Doméanen
aufweisen, wirken anti-apoptotisch (Bcl-2, Bcl-wglg, Al, Mcl-1) und Mitglieder mit
weniger Bcl-2-Homologie-Doméanen pro-apoptotischedai Gruppe wird nochmals unterteilt
in Effektoren (Bak, Bax) und die so genannten BBrMitglieder, die demnach
ausschlief3lich die BH3-Struktur-Doméane besitzerd(Bim, Bad, Bik, Bmf, nBIP3, Hrk,
NOXA, PUMA). Die anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2d®eine binden direkt und inhibieren
dadurch die pro-apoptotischen Mitglieder. Dagegewitken Bax und Bak als Effektoren die
Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondriundem sie zur Bildung einer
Proteolipid-Pore beitragen (Leber et al., 2007)e BiH3-only-Proteine sind aufl3erdem in
verschiedenen Signalwegen beteiligt und sorgenhddies Interaktion weiterer Bcl-2-Proteine
fur die Weiterleitung von zellularem Stress in d&lle. Das Zusammenspiel der einzelnen
Bcl-2-Mitglieder ist von gro3er Bedeutung fir dieduktion der Mitochondrienmembran-
Permeabilisierung und damit flr das Schicksal daleZ Der Mechanismus hierfir wird in
der Literatur diskutiert. Momentan werden zwei Hymsen favorisiert (Chipuk und Green,
2008). Das erste Modell, auch als anti-apoptotiscirotein-Neutralisierungs-Modell
bezeichnet, besagt, dass durch die Bindung deapoptotischen Mitglieder Bax und Bak an
anti-apoptotische Mitglieder ihre Funktion inhilievird. Die Aktivierung von BH3anly-
Proteinen sorgt nach einem Apoptose-Signal flAdi&sung von Bax und Bak von den anti-
apoptotischen Proteinen, Homo-Oligomerisierung Puooteolipid-Pore und damit fur die
Freisetzung von Cytochrom c. Das zweite Modell haals Modell der direkten Aktivierung
von Bax und Bak bezeichnet, postuliert eine durnehldteraktion mit BH3anly-Proteinen
bewirkte Konformationsanderung von Bax und Bak (Kone et al., 2002; Wei et al., 2000)

und damit einhergehende Aktivierung.
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Abbildung 1.5: Einteilung der Bcl-2-Proteine

Die Bcl-2-Proteinfamilie ist, basierend auf der Zmsnensetzung ihrer Bcl-2-Homologie-Domanen, in drei
funktionelle Gruppen eingeteilt. Die anti-apoptotisn Mitglieder schlieRen Bcl-2, Bel-w, Bcl;¥A1 und Mcl-1

ein und besitzen vier Bcl-2-Homologie-Doménen (gekaeichnet als BH1 - 4). Die pro-apoptotischen éngt
Bax und Bak weisen BH1 - 3 auf und werden auclEffisktoren bezeichnet. Im Gegensatz dazu besitEen d
pro-apoptotischen BHB8nly-Proteine nur die BH3-Doméne (Bid, Bim, Bad, BikmB bNIP3, NOXA und
PUMA). In der Abbildung sind diea-Helices der Proteine gezeigt und die in den Doméaeethaltenen
Regionen mit einem Strich unterhalb jedes Protgiekennzeichnet. (Nach Chipuk und Green (Chipuk und
Green, 2008))

1.4.2 1APs

Die Mitglieder der Familie von Apoptose-InhibitorgiAP; inhibitors of apoptosis sind
charakterisiert durch eine variable Anzahl so gaetemBIR-Domanen (BIRBaculoviral IAP
repea), eine zinkbindende Falte von ungefahr 70 Aminos@yHinds et al., 1999). Diese
Doméanen ermdglichen den IAPs direkt an Caspasemiaden und ihre proteolytische
Aktivitat zu inhibieren (Eckelman und Salvesen, @00Doch trotz der strukturellen
Gemeinsamkeiten gibt es keinen allgemeinen Regulstiechanismus fur die Mitglieder
dieser Proteinfamilie (Shi, 2004a). Die IAPs selbkbnnen im Rahmen von
posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Phosptierung reguliert werden, wodurch
sowohl die intrazellulare Lokalisierung als auchotBin-Protein-Interaktionen und die
Stabilitat durch IAPs beeinflusst werden kann (Kaga et al., 2006; Oshima et al., 2006;
Samuel et al., 2005). Zusatzlich kommt es durchelidle, die eine IBMIAP-binding motif-
Doméne besitzen, zu einer antagonistischen WirklergAPs, indem diese Molekile direkt
an eine BIR-Domane binden und damit gebundene Gaspentlassen oder den Abbau der
IAPs beeinflussen (Vaux und Silke, 2005; Yang ungd 2004). Hierzu z&hlt unter anderem
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Smac/DIABLO (Smac;second mitochondria-derived activator of caspaségct IAP-
binding protein with low pIDIABLO; direct IAP binding protein with low pl das aus den
geschadigten Mitochondrien wahrend der Apoptosegesetzt wird, und die Caspasen aus
ihrer Bindung mit IAPs verdrédngen kann (Du et 2000; Ekert et al., 2001; Srinivasula et al.,
2000; Srinivasula et al., 2001; Wu et al.,, 2000achdem in Neoplasmen eine erhdhte
Expression von IAPs beobachtet werden konnte, sinch die IAPs als Ziel fur die

Krebstherapie von Bedeutung.

1.5 Posttranslationale Regulation: Die Rolle von Proteikinasen und
Phosphatasen in der Apoptose

Die Zelle ist in der Lage durch posttranslationdiéodifikationen, zu denen z.B.
Phosphorylierungen, Glykosylierungen und Hydroxyrgen zahlen, Proteine zu regulieren.
Phosphorylierungen spielen in apoptotischen Preresse bedeutende Rolle. In den letzten
Jahren konnte beobachtet werden, dass der TodpgrefeD95 (APO-1/Fas) neben seiner
Rolle innerhalb des extrinsischen Apoptose-Signgese die MAPK-Signalwege von p38,
JNK (c-Jun N-terminal kinage(Lenczowski et al., 1997; Toyoshima et al., 190} Erk
(extracellular signalregulated kinase (Desbarats et al., 2003), sowie den PI3-Kinase-
Signalweg (Gulbins et al., 1998) (Sancho-Martinezd Martin-Villalba, 2009) aktivieren
kann. Darlber hinaus sind Signalwege von PKB/AKAPder PKC-Familie, Ras, Erk und
JNK in die Regulation apoptotischer Proteine inwelv So konnte eine direkte
Phosphorylierung von Proteinen der Apoptose-Maseien durch PKB/Akt beobachtet
werden. Zu den Zielproteinen dieser Kinase zaBlt das BH3enly-Protein Bad (Datta et al.,
1997), was eine Inhibition der Apoptose zur Folge. iDes Weiteren vermittelt PKA die
Phosphorylierung von Bad an'$und an $° (Harada et al., 1999; Virdee et al., 2000),
ebenso wie die Phosphorylierung von Caspasestro am S (Martin et al., 2005). Vor
einigen Jahren konnte in zahlreichen Publikatiogereigt werden, dass die neuartigen und
konventionellen Mitglieder der Proteinkinase C-Haémin Repressionsmechanismen der
Apoptose einen entscheidenden Einfluss austberdé¢Bet al., 1999; Dal Pra et al., 1999;
Forbes et al., 1992; lllera et al., 1993; Keenaralet 1999; Khwaja und Tatton, 1999;
Rodriguez-Tarduchy und Lopez-Rivas, 1989; Rotemddail., 2009; Savickiene et al., 1999)
(Kaunisto et al., 2009) und den extrinsischen meindntrinsischen Signalweg verknlpfen
(Scaffidi et al., 1999). AulRerdem erfolgt Gber eRieC-vermittelte Bcl-2-Phosphorylierung
am S° die Blockierung von Apoptose (Ito et al., 1997;vBlo et al., 1998). Dariiber hinaus
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konnte auch ein Einfluss des Ras-Signalweges, d#sSignalweges und des JNK-
Signalweges wahrend der Regulation der Apoptosehbeben werden. So sorgt die Erk-
vermittelte Caspase-9-Phosphorylierung vdff fAllan et al., 2003) und die Ras-vermittelte
Aktivierung des PI3K/PKB-Signalweg (Khwaja et all997) fir die Blockierung
apoptotischer Prozesse.

Wahrend der Apoptose bewirken Phosphorylierungerdan Regel eine Inhibierung der
Apoptose-Maschinerie, wohingegen die PhosphataseGegenspieler der Kinasen flr eine
Aktivierung des zellularen Selbstmordprogramms sorfl.i et al., 1998b). In verschiedenen
Tumorentitaten sind dementsprechend sowohl Ubeesgfn und erhdhte Aktivitat diverser
Kinasen als auch verringerte Expression oder geremgktivitat (Cho et al., 2000; Han et al.,
2002) verschiedener Phosphatasen (Narayan e0@B; Padma et al., 2005; Paes und Ringel,
2008) beobachtet worden. Zu diesen pro-apoptousdienden Phosphatasen zahlen PTEN
(phosphatase and tensin homologue deleted from dsome 1§) Calcineurin (Asai et al.,
1999; Shibasaki und McKeon, 1995) und die Proteasphatasen 2A und 1 (Deng et al.,
1998; Mills et al., 1998; Ruvolo et al., 1999).

1.6 Staurosporin und Staurosporin-Derivate

Staurosporin ist ein Alkaloid marinen Ursprungs igAtlung 1.6) und wurde von Omura et al.
zum ersten Mal auSaccharothrix aerocolonigensis ssp. staurospseadiert (Omura et al.,
1977). Einige Zeit spater wurde Staurosporin alszsischer PKC-Inhibitor beschrieben
(Tamaoki et al., 1986), was allerdings widerlegtrdem konnte. Tatsachlich inhibiert
Staurosporin eine Vielzahl verschiedener Kinasee wiB. PKA, Phosphorylase-Kinase,
ribosomale Protein S6 Kinase, P80, EGF-R-Kinase (EGF-Repidermal growth factor
recepto) und C&'/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (Ca/CaM BKMeyer et al.,
1989; Nakano et al., 1987; Secrist et al., 19901agéhara et al., 1991) und wird deshalb auch
als Breitbandkinaseinhibitor bezeichnet, obwohl gienaue Mechanismus noch nicht geklart
werden konnte. Heute wird dieser Kinaseinhibitereh aul3erst potenter Apoptose-Induktor
verwendet. Der Mechanismus kann dabei jedoch r@ighseinen inhibitorischen Einfluss auf
die PKC-Proteinfamilie zurlckgefihrt werden. Bisuteekonnte keine Kinase identifiziert
werden, durch die die apoptotische Wirkung desrBsporins vermittelt wird. Die Apoptose-
Induktion erfolgt im Falle Staurosporins durch Vendung des mitochondrialen Apoptose-
Signalweges unabhangig vom Todesrezeptorsignalzrge(s et al., 2000) und kann durch
Bcl-2 inhibiert werden (Bertrand et al., 1994; Jasmn et al., 1996; Takahashi et al., 1997).
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Dies widerlegen zum Teil Ergebnisse aus unserereifsgruppe. Zum einen konnte
Stepzczynska et al. zeigen (Stepczynska et al., 1)20Q@dass Staurosporin in
Chemotherapeutika-resistenten Jurkat-Zellen Ap@ptosduzieren kann und somit die
Aktivierung der Apoptose unabhangig vom Mitochouodrierfolgt. Zum anderen konnte die
essentielle Bedeutung von Caspase-9 fur dieseral8igg dargelegt werden (Doktorarbeit
Joachim Manns). Staurosporin ist demnach in derelLagcht nur unabhangig vom
Todesrezeptorsignalweg Uber den mitochondrialen pégse-Signalweg Apoptose zu
induzieren, sondern scheint dariber hinaus dievigting eines alternativen intrinsischen
Apoptose-Signalwegs zu bewirken. Aufgrund diesastBehtungen kdnnte Staurosporin eine
neue Behandlungsmoglichkeit fir Chemotherapeutissstente Tumore darstellen.

FUr den Einsatz in klinischen Studien wurden Degvaon Staurosporin synthetisiert
(Gescher, 2000). Zum momentanen Zeitpunkt befindmi die Staurosporin-Derivate
UCN-01 (7-Hydroxystaurosporin) (Hotte et al., 20080)KC412 (N-Benzoylstaurosporin,
CGP41251; Midostaurin) (Virchis, 2002), RuboxistaufLY333531) (Casellini, 2007) und
Enzastaurin (LY317615) (Chen und LaCasce, 2008iskr2009) in klinischen Studien. 1991
wurde durch Akinaga et al. (Akinaga et al., 199a} d\nti-Tumor-Potenzial von UCN-01
nachgewiesen und seitdem in zahlreichen Studieas@’hund Il) (Hotte et al., 2006; Welch
et al., 2007) zur Therapie solider Tumore einges&tie weiteren Derivate befinden sich in
den Phasen |- Il der klinischen Uberprifung uralles zur Therapie von Leukamien
(PKC412) (Virchis, 2002), Diabetes mellitus undbdiische Neuropathie (Ruboxistaurin)
(Casellini, 2007) oder Gliomen (Enzastaurin) (Kke2©09) beitragen.

Durch die Tatsache, dass Proteinkinasen an viekmamkungen wie z.B. Krebs direkt
beteiligt sind, ruckte in den letzten Jahren diesateinfamilie mehr und mehr ins Zentrum
der Medikamentenentwicklung (Cohen, 2002; Dancey fereidlin, 2003). Mit der Zulassung
von Imatinib (Gleevec) zur Behandlung von CML (aliszh myeloider Leukamien),
Gefitinib (Iressa) und Erlotinib (Tarceva) zur Baldauing von NSCLC rfon-small cell lung
cance) wurden neue Moglichkeiten zur Behandlung verstdmer Erkrankungen erdffnet.
Uber 30 Kinaseinhibitoren sind zurzeit in der kichien Entwicklung und viele mehr in

préklinischen Studien, um das Potenzial diesertg@aben flir die Therapie zu Uberprifen.
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Staurosporin (R=H)
7-Hydroxy-Staurosporin (UCN-01) (R = OH)

Abbildung 1.6: Die Strukturformeln von Staurosporin und seinem Hydroxyderivat UCN-01
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2 Zielsetzung

Folgende initialen Beobachtungen gingen dieser idtogaus:

1. Direkte Aktivierung des mitochondrialen Apoptoser&ilweges durch Staurosporin ohne
Beteiligung des Todesrezeptorsignalweges (Dokteradmachim Manns)

2. Chemotherapeutika-resistente Jurkat-Zellen (ZatlkldM319) zeigen Sensitivitat
gegenuber Staurosporin (Stepczynska et al., 2001)

3. Staurosporin-induzierte Apoptose erfolgt Caspasit®angig (Doktorarbeit Joachim
Manns)

In der vorliegenden Arbeit sollte der Mechanismes 8taurosporin-induzierten Apoptose
weiter untersucht werden, um zukinftig einen nelieerapieansatz fir Chemotherapeutika-
resistente Tumore zu schaffen.

Zunéchst sollte die Apoptose-Induktion in verschigeh Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-
Zellen (J16, JE6.1) analysiert werden. In einemteven Schritt sollte die Staurosporin-
induzierte Apoptose in DT40-Zellen untersucht werdavofiir Bcl-2-Uberexprimierende,
apaf-17" undcaspase-9° DT40-Zellen generiert werden sollten. Diese Zeidih konnen zur
weiteren Aufklarung der Staurosporin-induzierteropimse beitragen.

Da Staurosporin ein Breitbandkinaseinhibitor istllte der Zusammenhang zwischen
Apoptose-Induktion und eventueller Hemmung apoptbier Kinasen naher untersucht
werden. Zum einen sollte der Effekt von Kinaseirtbilen bekannter und putativer
Caspase-9-Kinasen auf die Apoptose-Induktion aratyserden. Zum anderen sollte durch
Mutation bekannter Phosphorylierungsreste der Gaspeaeine etwaige Rolle dieser Motive
Uberpruft werden.

Die mechanistische Aufklarung der Staurosporin-mieiden Apoptose soll ultimativ einen

Beitrag zur Entwicklung neuer Therapien fir Cheraadpie-resistente Tumore leisten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Herstellerverzeichnis

Amersham Pharmacia, Freiburg
PVDF-Membranen (HybofeECL-Membran), Westernblot-ECL-Detection-Kit

Apotheke des Universitatsklinikums Tibingen

Daunorubicin, Mitomycin C, Ethanol, Methanol

Bachem, Heidelberg
Benzoyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketon(AD-fmk)

Biomol, Hamburg
Fluorogenes Caspase-Substrat (DEVD-AMC), Stauraspdr0126

BioRad, Miinchen

Bradford-Reagens, Elektroporationskivetten

Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden

Etoposid, QVD-OPh, Aktil/2, PKCzeta-PS, PurvalanoCaseinkinase 1-Inhibitor,
Caseinkinase 2-Inhibitor, ATM/ATR  Kinase-Inhibitor, DNA-Proteinkinase-Inhibitor,
PD98059, Aloisine, TG003, G66976

Eurogentec, Seraing (Belgien)
DNA-Leiter (“Smart-Ladder”)

Fermentas, Burlington (Kanada)

Taq DNA Polymerase, DNA-Leiter (“GeneRuler”), ReverBmnskriptase (“RevertAid™),
Ribonuklease-Inhibitor (“RiboLodR' RNAse Inhibitor”), Restriktionsendonucleasen mit
dazugehorigen Pufferlosungen, T4 DNA Ligase, Klestragment, exo- (grof3es Fragment
der DNA Polymerase ), Prestained Protein Marké?AGERulef” und ,PAGERulef"
plus®)
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Finnzymes, Woburn, MA, USA
Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase

Fluka
Dimethyl-Pimelimidat (DMP)

Invitrogen Life Techmologies, Karlsruhe
HEPES, Pro-Binl"-Resin, Reverse Transkriptase (“Supers€fipi RNaseH"), pCR2.1-
TOPO, pCRII-TOPO

Lonza, Basel (Schweiz)
RPMI1640-Medium, Penicillin-Streptomycin

Macherey und Nagel, Duren

Gel-Extraktionskit Nucleo Spin Extract )] Mini-Plasmid-Reinigungskit Nucleo Plasmid
Prep), Maxi-Plasmid-AufreinigungskitNucleobond PC 500 Mini-RNA-Aufreinigungskit
(NucleoSpin RNA)I

Millipore Corporation, Bedford, MA, USA
Millex-Sterilfilter mit 0,2-0,8 um Porengrél3e, Imimton-FL Transfer Membran

MoBiTec, Gottingen
Tetramethylrhodamin-ethylester (TMRE)

PAA Laboratories, Colbe
Fotales Kélberserum (FCS)

Quiagen, Hilden
TaqDNA-Polymerase, ProofStalt DNA Polymerase

R&D Systems
TRAIL
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Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Aprotinin, FUGENEM 6 Transfections Reagenz, Leupeptin, Pepstatin, pitRANA-
Ligation” Kit, Shrimp-Alkalische-Phosphatase (SAP)

Roth, Karlsruhe

Agarose (GTG), Acrylamid/Bisacrylamid, Ammonium-peodisulfat (APS),
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethylen-bisy@ihylennitrilo)-tetraessigsaure
(EGTA), Ethidiumbromid, Natriumdodecylsulfat (SDSRinderserumalbumin (BSA),
Tetraethylmethylendiamin (TEMED), Triton X-100, @gihanfolien

Schleicher und Schill, Dasseln
Filtermembranen (Kollodiumhilsen), 0,22um-, 0,45u@8um Sterilfilter, GB002 Filter-

Papier

Sigma, Deisenhofen

Ampicillin, 2'-Desoxyadenosin 5'-triphopsphat (dATP Dimethylsulfoxid (DMSO),
Dithiothreitol (DTT), Glycerin, G66983, H89, Hiuhserum, Isopropylthiogalyctosid (IPTG),
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazotnbromid (MTT), Morpholinpropan-
sulfonsaure (MOPS), Natriumfluorid (NaF), Natriumeaat, Natriumpyrophosphat (NaPP),
Nonidet P-40, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)Propidiumiodid (PI), Proteinase K,
Ribonuklease A (RNaseA), Tween-20,

TaKaRa (Lonza), Basel (Schweiz)
LA-TagqDNA Polymerase

Alle Ubrigen Reagenzien wurden in reinster Form.fpfalls nicht anders vermerkt, von den

Firmen Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt) dgleth (Karlsruhe) bezogen.

3.1.2 Gerate

Eppendorf Thermomixer

Tischzentrifugen Heraeus Biofuge fresco/pico
Beckman Zentrifuge

SigmaK30 Zentrifuge

pH-Meter 761 Callimatic



Material und Methoden

22

Eppendorf Mastercycler gradient

QUANTUM Geldokumentationssystem

Heraeus HERAcell (Zellkultur-Inkubatoren)

INFORS Aerotron (37°C Schiuittler)

Hoefer Gelapparaturen (grof3e Gele)

BioRad Gelapparaturen (Minigele)

BioRad Blotkammern

AGFA Classic E.O.S. (Dunkelraum-Entwicklungsmasehin
Odyssey Infrared Imaging System (LI-CORBiosciences)
HERAsafe (Zellkulturbank)

Beckman Coulter ProteomelL'2bDU 800 (Photometer)
BioRad Gene-Pulser

FACSCalibur, BD Bioscience

ELISA Reader Dynatech MR5000

3.1.3 Software

CellQuest (PI-Messung, TMRE-Messung)

QUANTUM-capt (DNA-Geldokumentation)

Finch TV (Sequenzierungs-Analyse)

Odyssey 3.0 (Auswertung OdysSdpfrared Imaging System)
Adobé® Photoshofl CS2 (Bildbearbeitung)

pPDRAW32 (in silico Klonierung)

CorelDraw; MS Office

Origin Professional 6.0

3.1.4 Web-Seiten und Datenbanken

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://ensembl.org
http://expasy.org
http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/

http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml
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3.1.5 Antikorper

Tabelle 3.1: Ubersicht der primaren Antikorper (WB: Western Blot; IP:Immunopurifikation)

Antikorper Hersteller Anwendung
Maus-anti-Caspase-3 BD Transduction Laboratories WB
unprozessiert
Has%-%gté-;?sgase-S Cell Signaling Technology WB
Hase-anti-Caspase-9 (Cﬁéﬂigplirz(i)v%:l,(tli—?;sel) IP, WB
Maus-anti-Caspase-9 Chemicon IP
Maus-anti-Bcl-2 BD Transduction wWB
Hase-anti-Bcl-2 Cell Signaling Technology WB
Maus-anti-human-Apaf-1 BD Transduction WB
Hase-anti-Huhner-Apaf-1 Assay designs WB
Maus-anti-PARP Axxora WB
Maus-anti-Huhner-IgM (M4) J.Wienands DT40-Stimubati

Tabelle 3.2 Ubersicht der sekundaren Antikorper (WB Western Blot; IP: Immunopurifikation)

Antikérper Hersteller Verwendung
Ziege-anti-Maus-lgG-HRP BioRad wB
Ziege-anti-Hase-IgG-HRP BioRad WB

Ziege-anti-Maus IRDY2680 | ODYSSEY, LI-COR Biosciences WB
Ziege-anti-Maus IRDY2800 | ODYSSEY, LI-COR Biosciences WB
Ziege-anti-Hase IRDYe680 ODYSSEY, LI-COR Biosciences WB
Ziege-anti-Hase IRDy&800 ODYSSEY, LI-CORBiosciences WB
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3.1.6 Vektoren und cDNAs

Tabelle 3.3: Vektoren

Anwendung

Vektor Hersteller/Bezugsquelle

Klonierungsvektor

T/A Klonierung (3.2.1.15)

pCR2.1-TOPO Invitrogen
pCRII-TOPO Invitrogen T/A Klonierung (3.2.1.15)
pBluescript SK 11 (-) Stratagene Targeting-Konsteuk
pPIRES F.Essmann Templat
p-his T Kurosaki Histidinol-Resistenzkasette fur Targetingr
Konstrukte
: Blasticidin-Resistenzkassette fur Targeting-
p-bsr T.Kurosaki Konstrukte
Expressionsvektoren
pMSCVpuro BD Biosciences Clontech Expression vonl\?BcI-Z, cBcl-2, Caspase-p-
utanten
i Expression von VSV-G/Pseudo-Typisierung
PVSV-G Clontech der Retroviren (3.2.2.4 und 3.2.2.5)

Tabelle 3.4 cDNAs

cDNA Bezugsquelle Expressionsvektor
humanes Bcl-2 Jurkat-Zellen pMSCVpuro
Huhner-Bcl-2 DT40-Zellen pMSCVpuro
humane Caspase-9 Jurkat-Zellen pMSCVpuro

Huhnerbcl-2 wurde aus DT40 cDNA und humaned-2 und humaneaspase-vurden aus

cDNA aus wild-typischen Jurkat-Zellen amplifizierCodierende Sequenzercoling
sequencesder verschiedenen Caspase-9-Mutanten wurden dcietiperichtete Mutagenese

generiert (Abschnitt 3.2.1.14).
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3.1.7 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden synthetisiert von MWGeBzch (Ebersberg, Deutschland) oder

Sigma (Deisenhofen, Deutschland).

Tabelle 3.5: Ubersicht Oligonukleotide

Primer Sequenz (5° 3)) Anwendung
Apaf-1_LA forl tga tgt aac tag gtc cag ctt gca g nagaische PCR
Apaf-1_LA revl agc tgg ctt gtt ctg gca gtt ctg gereche PCR
Apaf-1_RA forl ttg cca acc aga gac atc aga ggt g noesche PCR

Apaf-1_RA revl

acc aga gta gca gag atg cag ata ¢

nongsche PCR

Apaf-1screen_for2

cct att gca agt cca gct gacdta g

genomische PCR

chApaf-1_for2

agg tac tac got tgt tgg atg ¢

Ampidrung cDNA

chApaf-1_rev2

cac agt aac tga gga gca gaa gtg

Ampiung cDNA

chGAPDH_for

aat gca tcg tgc acc acc aac

Amplifinigr cDNA

chGAPDH_rev

tca ctc ctt gga tgc cat gtg

Amplifizieg cDNA

Casp9_for2Spel

ttt act agt tca cca gcg cta tg@tmpaca tg

genomische PCR

Casp9_rev2Notl

ttt gcg gcc geg tece cte agt gaccataca gec

genomische PCR

Casp9screen_for5

gtc acc ata gcg acg ctt ccg ctt cc

genomische PCR

Casp9wt_rev

ttg aag atc agg cag tgc cca caa gg

miscioe PCR

chCasp9 for3

gct ctg aca tag act tgt aga agc

Aizipliing cDNA

chCasp9_rev2

cca cat cac ttg cac agg aag aag

Axrgplihg cDNA

chBcl-2_for ttg ccg cca cca tgg ctc acc ccg ggaggapg Amplifizierung cDNA
chBcl-2_rev ttc tac tta tgt cca aga taa gcg Anmpéfiung cDNA
hBcl-2_for gcc gcc acc atg gcg cac gct ggg aga acd mplizierung cDNA

(Fortsetzung s. nachste Seite)
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(Fortsetzung Tabelle 3.5)
Primer Sequenz (5° 3) Anwendung
hBcl-2_rev2 tca ctt gtg gcc cag ata ggc acc Angidifung cDNA

hBcl-2_I157M_for

gtt cgg tgg gat cat gtg tgt ggay gayt

zielgerichtete Mutageneg

e

hBcl-2_I157M_rev

gac gct ctc cac aca cat gac ccaqaea ¢

zielgerichtete Mutagenes

e

hCasp9 T107Efor

acc cta gaa aac ctt gag cca gigggtpa c

zielgerichtete Mutagenes

e

hCasp9_T107Erev tct gag cac cac tgg ctc aag gedtgg zielgerichtete Mutageneg
hCasp9_T125Efor gtt ctc aga ccg gaa gag ccc aggtggac | zielgerichtete Mutagenesg
hCasp9_T125Erev gtc cac tgg tct ggg tct ttc cggdgtaac zZielgerichtete Mutagenes
S144E_for gtc cgt gct ctt gag gag ttg agg gga eang | zielgerichtete Mutagenes
S144E_rev ctg cat ttc ccc tca act cct caa gaggac c | zielgerichtete Mutagenes

hCasp9_S183Efor

cgc acc cgc act ggc gag aac atgtogag

zZielgerichtete Mutagenes

hCasp9_S183Erev

ctc aca gtc gat gtt ctc gcc aggicgeg

zielgerichtete Mutageneg

hCasp9_S195&6Efor

ttg cgg cgt cgce ttc gag gag atdtc atg gtg

zielgerichtete Mutagene;

5

hCasp9_S195&6Erev

cac cat gaa atg cag Ctc ctc gaa gcg acg ccg
c

) %%?gerichtete Mutagenese

hCasp9_T107Afor

acc cta gaa aac ctt gcg cca gtgtgtaga c

zielgerichtete Mutagene;

5

hCasp9_T107Arev tct gag cac cac tgg cgc aag gtkdgtog zielgerichtete Mutageneg
hCasp9_T125Afor gtt ctc aga ccg gaa gcg ccc agatgogac | zielgerichtete Mutagenes
hCasp9_T125Arev gtc cac tgg tct ggg cgc ttc cggagtaac zielgerichtete Mutagene
S144A_for gtc ggt gct ctt gag gcg ttg agg gga aat@ | zielgerichtete Mutagenes
S144A rev ctg cat ttc ccc tca acg cct caa gaggacc | zielgerichtete Mutagenes

hCasp9_S183Afor

CgC acc cgc act ggc gcg aac attgggag

zielgerichtete Mutageneg

hCasp9_S183Arev

ctc aca gtc gat gtt cgc gcc agggtgeg

zielgerichtete Mutageneg

hCasp9_S195&6Afor

ttg cgg cgt cgc ttc gcg geg et atg gtg

zielgerichtete Mutagenes

e

hCasp9_S195&6AreV

cac cat gaa atg cag cgc cgc gaa gcg acg

caacC

:%gelgerichtete Mutagenese

(Fortsetzung s. nachste Seite)
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(Fortsetzung Tabelle 3.5)

Primer Sequenz (5° 3) Anwendung
C9 ELAG for caa gga tga cga cga taa gct gga cga agc gga Klonierung
- - tcg gcg g
CY ELAG rev gtc gtc atc ctt gta atc cat ggt ggc ggc aaa agg Klonierung
- - gcg
C9_untagged_for ctt ttg ccg cca tgg acg aag cggai@g Klonierung
C9_untagged_rev gat ccg ctt cgt cca tgg tgg cggagaggcg Klonierung
HisD_revll gcc tg acc ctg cgc gta aac gec ctc aag ¢ genomische PCR
Bsr_rev cga ttg aag aac tca ttc cac tca aat ata ccc  genomische PCR

3.1.8 Losungen, Puffer und Medien

Die Zusammensetzung der jeweiligen Puffer ist im dentsprechenden Abschnitten
aufgefuhrt. Alle Lésungen sind wassrige Losunged, wwenn nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur gelagert. Wenn Puffer, Lésungen Maelien autoklaviert werden mussten,

so ist dies angegeben. Das Autoklavieren von Fjikegien erfolgte bei 121°C fur 30 min.

Folgende allgemeine Puffer wurden verwendet:

PBS... .o 137 mM NaCl, 27 mM KCI, 43 mM N&lPO, x 7 HO, 14 mM
KH2POy; pH ~ 7,3

Tris/HCI ... 0,5 - 1M Tris, pH 6,8 - 8,8 eingestellt mit HCI

TE-Puffer_............ 10 mM Tris/HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0

3.1.9 Bakterienstamme

FolgendeE.coli Stamme wurden zur Produktion von ExpressionsvektioProduktion von
pCR-TOPO-Plasmiden oder zur Expression der Hexdimsgetaggten Caspase-9 verwendet.
Die Generierung kompetenter Bakterien und ihre Si@mation werden in Abschnitt 3.2.1.8

beschrieben.
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Tabelle 3.6: Ubersicht Bakterienstamme

Stamm Genotyp Anwendung
DH5a F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG Plasmid-
80dlacZ M15 (lacZYA-rgF) U169, hsdR17(rkmK®), — Amplifizierung
TOP10E F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 nupG Plasmid-
recAl araD139 (ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(3tendAl - | Amplifizierung
XL1Blue endAl gyrA96(ndl) thi-1 recAl relAl lac ginV44F [::Tn10 Plasmid-
proAB’ lacl® D(lacZ)M15] hsdR17(rkmK™) Amplifizierung
Expression His6-
BL21 F- ompT hsdS érmg) gal dcm tagged
Caspase-9

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Fur die sequenzspezifische Spaltung von DNA-Molekulwurden die Proben laut

Herstellerangaben mit Restriktionsendonukleasenhiakt.

3.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Nach dem Restriktionsverdau der DNA wurden die dauentstandenen Fragmente mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Geleleuhergestellt, indem 0,5 - 1% Agarose
(w/v) in TAE- oder TBE-Puffer aufgeltst wurde. Nadem Schmelzen der Agarose in einer
Mikrowelle wurde Ethidiumbromid in einer finalen HKpentration von 0,5 pg/mL
hinzugefugt und das Gel zum Auspolymerisieren ineeGiel3apparatur gegossen. Die
aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit einem entsgreden Volumen an 10x Agarose-
Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen geladetusatzlich wurde DNA-
Molekulargewichtsmarker (GeneRui¥r 1 kB, MBI Fermentas oder SmartLadder 1kB,
Eurogentec) aufgetragen. Die Elektrophorese wurdgner Gelkammer mit TAE- oder TBE-

Puffer bei einer Spannung von 5V/cm durchgefuhrt.
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TAE-Puffer (50x) 2 M Tris/Essigsaure, pH 7,8; 0,5 NaOAc; 50 mM EDTA,
pH 8,0
TBE-Puffer (10x) 0,9 M Tris; 0,9 M Borséaure; 10 niBDTA, pH 8,0

10x Agarose-Ladepuffer 66,7% /w/v) Sucrose; 0,16M)Y SDS; 1,6 mM EDTA; 0,08%
Bromphenolblau; 0,08% Xylen Cyanol FF

3.2.1.3 Extraktion von DNA aus Agarose

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen eurit demNucleo Spin Extractl
von Machery-Nagel wie vom Hersteller empfohlen tigefihrt. DNA wurde mit 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0 eluiert.

3.2.1.4 Photometrische Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentation

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit dem PhottenéBeckman Coulter) bestimmit.
Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde mit folgendeonrmeln kalkuliert:

1 Agso Einheit von dsDNA 50 pg/mL HO

1 Agso Einheit von ssRNA 40 pg/mL HO
Die Reinheit der DNA oder RNA kann durch folgendert® abgeschéatzt werden:

reine DNA: Aeso/Azg0 1,8

reine RNA: Ago/Azg0 2,0

3.2.1.5 Auffiillen von 3°-Uberhangen der DNA

2 UL dNTPs (jeweils 2,5 mM) und 2 U Klenow-Fragmenitrde zu einem Restriktionsverdau
hinzugegeben und fur 30 min bei 25°C inkubiert. &niel3end wurde die DNA Uber eine
Agarose-Gelelektrophorese und darauf folgender akiibn aufgereinigt (vgl. Abschnitt
3.2.1.3).

3.2.1.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Vor der Ligation wurde die Vektor-DNA an ihrem 5ndie mit Hilfe der Shrimp-Alkalischen-
Phosphatase (SAP) (Roche) dephosphoryliert. 2 uB §AU/uL) wurden direkt zu 20 pL
Restriktionsansatz hinzugefugt, fir 20 min bei 37A@ anschlieRend fur 15 min bei 65°C
zur Inaktivierung der Phosphatase inkubiert. Naen Auftrennung Uber eine Agarose-
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Gelelektrophorese wurde die dephosphorylierte feRgA aus der Agarose extrahiert (vgl.
Abschnitt 3.2.1.3).

3.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von linearisiertem Vektor und d@NA-Fragmente lfisert9 wurde die T4
DNA Ligase (Fermentas) verwendet. Dieses Enzym |ys&t die Bildung von
Phosphodiester-Bindungen zwischen benachbarten H3-Qund 5°-P-Enden von
doppelstrangiger DNA. Fir die Ligation von Uberhémden Enden wurde ein Verhéltnis von
1:3 (VektorinsertDNA) gewahlt, und fur die Ligation von glatten Emd ein molares
Verhéltnis von 1:5. Zusatzlich zur Vektor umgert DNA wurden zur Ligationsreaktion noch
0,5 puL T4 DNA Ligase (Fermentas) und ein geeign&tekimen des 10x Ligase-Puffers
(Fermentas) hinzugefiigt. Wenn nétig, wurde das ®amavolumen mit dBRO auf ein
Volumen von 10 pL gebracht. Zur Uberprifung der imegphorylierung des Vektors wurde
parallel eine Probe ohne Zugabe TosertDNA inkubiert. Die Ligationsreaktion wurde fur
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubist direkt fur die Transformation

kompetenter Bakterien verwendet.

3.2.1.8 Generierung kompetenterE.coli-Bakterien und ihre Transformation

5 mL LB-Medium wurde mit einent.coli-Stamm inokuliert und Gber Nacht bei 37°C im
Bakterienschittler inkubiert (200 rpm). Am néachsieag wurden 150 mL LB-Medium mit
900 pL der Ubernachtkultur inokuliert. Die Kulturuvde inkubiert bis eine Qdgy von
0,45 - 0,55 erreicht war. Die Bakteriensuspensiamde fir 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend bei 2000 rpm und 4°C fir 10 min geeriter Uberstand wurde verworfen und
die Bakterien wurden in 30 mL TFB | resuspendilédch 30 min Inkubation auf Eis wurden
die Bakterien zentrifugiert und in 6 mL eiskaltenfBl lI-Puffer resuspendiert. 50 pL
Aliquots der Bakteriensuspension wurden in 1,5 nppé&ndorf-Reaktionsgefal3e verteilt und

in fliussigem Stickstoff schockgefroren.
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LB-Medium______ . 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl auf 1060 dH.O;
autoklaviert; Lagerung bei 4°C
TFB | 50 mM MnCb x 4 HO; 100 mM KCI; 10 mM CaGlIx 2 H,0; 30 mM

KOACc, pH 6,0; 15% (v/v) Glycerol; pH mit HOAc aufX¥einstellen;

autoklaviert; Lagerung bei 4°C

TEB U o 75 mM CaC} x 2 H0O; 10 mM KCI; 10 mM MOPS; 15% (v/v)
Glycerol; pH mit KOH auf 7,0 einstellen; autoklanga; Lagerung bei
4°C

Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut.deéeignetes Volumen von Plasmid-DNA
oder 5 pL einer Ligationsreaktion wurden zu dentBa&n gegeben und die Lésung wurde
vorsichtig mit der Pipettenspitze vermischt. Fue diransformation wurde die Probe fur
15 min auf Eis inkubiert und anschlieRend einenzé$ichock (42 °C, 45 - 60 s) unterzogen.
Die Bakterien wurden fur weitere 2 min auf Eis dedraund nach Zugabe von 300 pL LB-
Medium fir 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRewdrden die Bakterien auf einer LB-
Agar-Platte ausplattiert und Uber Nacht bei 37°Kliimert. Bakterien, die mit pPCR2.1-TOPO-
und pCRII-TOPO-Konstrukten transformiert worden egr wurden fir das Blau-Weil3-
Screening auf LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal-Platten adaftiert. Am nachsten Tag wurden

Bakterienkulturen fur die Plasmid-DNA-Isolierung Mini-Maf3stab angeimpft.

______________________ 20 g Agar/1000 m LB-Medium; autoklaviert und abgekiauf 60°C;

Zusatz des Antibiotikums; Lagerung bei 4°C

X-Gal/lPTG-Platten LB/Ampicillin/Agar, Zusatz von 80 pg/mL X-Gal undo2mM IPTG;
Lagerung bei 4°C

Ampicillin Endkonzentration 100 pg/mL

3.2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA

Fur die analytsiche Plasmid-Préaparation wurden 5 IoB/Ampicillin-Medium mit einer
einzelnen Bakterienkolonie inokuliert und Uber Nadiei 37°C im Bakterienschuttler
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Plasmid mifeHdes NucleoSpin Plasmid Kit
(Macherey-Nagel) wie vom Hersteller empfohlen isdli Zur Produktion einer groReren
Plasmid-DNA-Menge wurden 50 - 250 mL LB/AmpicillMedium inokuliert und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Aufbereitung der Plasmid-®Murde mit demNucleoBon8 PC 500
Kit (Macherey-Nagel) laut Herstellerprotokoll durchdeti
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3.2.1.10Aufbewahrung von Bakterienstammen

Fur die Aufbewahrung von Bakterienstammen fir eil@@geren Zeitraum wurden 1 - 2 mL
einer gesattigten Bakterienkultur bei 3000 rpm %imin geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen und die Bakterien mit ¥2 Volumen LB/Anbbkum und einem ¥ Volumen

Glycerol (87%) resuspendiert. Die Bakterienstockisden bei -80°C gelagert.

3.2.1.11Isolierung von genomischer DNA aus Zellen

Fur PCR-Anwendungen (vgl. Abschnitt 3.2.1.14) wardex 16 Zellen/mL DT40-Zellen mit
PBS gewaschen und in Puffer K aufgenommen. Diesdgflension wurde fir 1 h bei 56°C
inkubiert und anschliel3end die Proteinase K beC9%it 15 min inaktiviert. Die genomische

DNA aus den Zelllysaten konnte direkt fur die PGRyesetzt werden.

Puffer K 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM KCI; 0,45% NP-40; 6% Tween-

20; 100 pg/mL Proteinase K

3.2.1.12Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellen

Die Gesamt-RNA wurde mittels deiucleoSpin RNA IKit (Macherey-Nagel) nach den
Herstellerangaben isoliert. Die isolierte RNA wunshét RNase-freiem Wasser eluiert und

entweder direkt fur die reverse Transkription esedet oder bei -70°C gelagert.

3.2.1.13Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription wurden 1 pg RNA aof\@lumen von 9 pL mit RNase-freiem
dH,O gebracht. Danach wurden 2 [Random Hexamer$0,2 pg/pL stock) und 1 pL
Ribonuklease-Inhibitor (40 U/uL) (Ribo-Lock, Fermtas) zugegeben und vorsichtig
gemischt. Die Mischung wurde fir 10 min bei 65°@uhbiert und die Mischung auf Eis
abgekunhlt.
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Folgende Komponenten wurden in der angegebenerieige zugegeben:
5 pL 5x Reaktionspuffer (Fermentas, Invitrogen)
2,5 uL DTT (100 mM stock)
1 puL dNTPs (jeweils 10 mM)
1 pL Reverse Transkriptase (200 U/uL) (Fermeritastrogen)
3,5 uL dHO

Die Mischung wurde dann fir 50 min bei 42°C inkubiend anschlieRend bei 72°C fir
10 min hitzeinaktiviert. Die so erhaltene cDNA werdirekt zur Amplifizierung in einer PCR
eingesetzt (vgl. Abschnitt 3.2.1.14).

3.2.1.14Polymerasekettenreaktion (PCR)

Allgemeine Aspekte

Die Polymerasenkettenreaktion ist eine Technik slektiven Amplifizierung bestimmter
DNA-Fragmente (Mullis et al., 1986; Mullis und Falt, 1987; Saiki et al., 1985). In
Tabelle 3.7 sind die verwendeten DNA-Polymeraseahilire Anwendungen aufgelistet.

Tabelle 3.7: Verwendete Polymerasen und ihre Anwenthgen

DNA- Prozessivitat . 3" 5'proof | Gberhangende
Hersteller . Elongation . Anwendung
Polymerasen [Basen/min] reading As
Taq Qiagen 1000 72 nein ja analytische PCR
Fermentas
Qiagen
Pfu Fermentas 500 68 ja nein C.D.N.A
Amplifizierung
Promega
long range PCRS
LA-Taq TaKaRa 1000 68-72 ja ja (genomische
Template)

Alle PCRs wurden in einem Volumen von 20 oder 25gnesetzt, worin 500 ng genomische
DNA oder 10-50 ng Plasmid als Templat enthaltear.wFir die synthetischen
Oligonukleotide (Primer) wurde ein GC-Gehalt von -4D%, ohne interne
Sekundarstrukturen und ohne Komplementaritat zu @efnden gewahlt. Die finale
Primerkonzentration war 0,2 pMAnnealingTemperaturen wurden ~5-10°C unter der

Schmelztemperatur T gewdahlt. Die finale dNTP-Konzentration wurde mit 02QuM
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ausgewahlt. Alle DNA-Polymerasen wurden mit denehdgigen Puffern des Herstellers
eingesetzt. Alle PCRs wurden auf Eis pipettiert sofort in den 95°C Heizblock gestellt.

Tabelle 3.8 zeigt die Zyklenparameter in einer Zus&nfassung.

Tabelle 3.8: Zusammenfassung der PCR-Bedingungen

Schritt Reaktion T[°C] t Wiederholungen
1 initiale Denaturierung 95 1-3 min
2 Denaturierung 95 10-30 s
3 Annealing 55-68 15-30 s
4 Elongation 68 oder 72 vgl. Tabelle 3.7 24 - 3d)&zhritt 2
5 finale Elongation 72 5-10 min
6 12

Fur den Fall, dass die Amplifikate in den pCR2.1Pt®oder den pCRII-TOPO subkloniert
werden sollten, waren 3’-A-Uberhinge notwendig. [t&ol diese nicht wéahrend der
Prozessierung der jeweiligen DNA-Polymerasen elnésteso mussten sie in einer speziellen
Reaktion produziert werden. Hierfur wurden 0,25 Tidg DNA-Polymerase (Qiagen) und
2,4 uL dATP (2,5 mM stock) zur kompletten PCR-Reak{25 pL) gegeben und fir 10 min
bei 72°C inkubiert.

Long-Distance-PCR

LA-Taq (TaKaRa) wurde fuiLong-Distance-PCR eingesetzt. Die genomischen Template
wurden, wie in Abschnitt 3.2.1.11 beschrieben,iéstl Die homologen Sequenzen fir die
Targeting-Konstrukte pBS-chApaf-1-LA/RA-HisD und PBRhApaf-1-LA/RA-Bsr sowie
pBS-chCaspase-9-His und pBS-chCaspase-9-Bsr wundittels Long-Distance-PCR
amplifiziert. Die PCR-Bedingungen mit der LPaq wurden in Anlehnung an die

Empfehlungen des Herstellers gewabhilt.
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Zielgerichtete Mutagenese

Die Basis dieser Methode bildet esmpercoileddsDNA-Vektor mit einem zu mutierenden
Insertund zwei synthetischen Oligonukleotiden, welche giewiinschte Mutation enthalten.
In diesen Oligonukleotiden befindet sich die gevals Mutation (Substitution, Deletion
oder Insertion) ca. in der Mitte und ist von ~105 Basen der korrekten Sequenz flankiert.
Die Oligonukleotide sind zueinander komplementéd werden wahrend der PCR durch die
Pfu Polymerase verlangert. Dies bringt ein mutiertesiPid mit Strangbriichen hervor. Nach
der PCR wurde die Probe deshalb Dyitnl behandelt, welches spezifisch fir methylierte und
hemimethylierte DNA ist. Da Plasmid-DNA aus den stem E.coli methyliert ist, verdaut
Dpnl das eingesetzte Plasmid. Das gebrochene, mutidagemid wurde dann fir die

Transformation kompetenter Bakterien eingeset4t Mgschnitt 3.2.1.8).

Die Proben wurden wie folgt vorbereitet:
5 - 50 ng Templat-DNA
2,5 uL 10Pfu Reaktions-Puffer
65 ngforward Mutagenese-Primer
65 ngreverseMutagenese-Primer
0,8 mM dNTPs
0,5 pLPfu Polymerase (2,5 U/uL)
dHO flr Auffillen auf 25 pL

Tabelle 3.9: PCR-Bedingungen fur die zielgerichtet®utagenese

Schritt Reaktion T[°C] t Wiederholungen
1 initiale Denaturierung 95 30s
2 Denaturierung 95 30s
3 Annealing 55 1 min
4 Elongation 68 1m|n/k_b 12 - 19x zu Schritt 2
Plasmid
5 12
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Nach der PCR wurde 1 pDpnl direkt zu jeder Reaktion pipettiert und fir 1 h B&°C
inkubiert. 5 pL dieser Reaktion wurden anschlie3gmddie Transformation eingesetzt. Die

erfolgreiche zielgerichtete Mutagenese wurde didsl\-Sequenzierung analysiert.

3.2.1.15Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten mit 3'-A-Uberhangeurde mit denTOPO TA Cloning
Kits von Invitrogen durchgefuhrt, wobei entweder deR@A-TOPO oder der pCRII-TOPO
eingesetzt wurde. Die Ligation wurde wie vom Hdlsteempfohlen durchgefihrt. Das PCR-
Produkt wurde in eine multiple Klonierungsstellenenhalb dera-Peptid kodierenden
Sequenz deb-Galactosidase ligiert, wodurch das Blau/Weil3-Sureg erméglicht wurde.
Die Transformation derXL1 Blue und der TOP10 wurde wie in Abschnitt 3.2.1.8
durchgefuhrt.

3.2.1.16DNA-Sequenz-Analyse

DNA-Sequenzierungen wurden durch MWG-Biotech (Eberg, Deutschland) oder Agowa
(Berlin, Deutschland) durchgefihrt.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Allgemeine Aspekte

Die im fotalen Kalberserum (FCS) und im Hihnerseru@S) enthaltenen
Komplementfakoren wurden durch Erhitzen auf 56°C30 min inaktiviert. Die Zelldichte
wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimMtenn nicht anders angegeben,
wurden die Zellen in einer gekuhlten Zentrifuge i@&és Biofuge fresco) fir 5 min bei

300 g zentrifugiert.

3.2.2.2 Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden bei 37°C mit 5% GOn wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert.
DT40 B-Lymphozyten wurden kultiviert in RPMI1640 trden Zuséatzen von 10% FCS,
1% CS, 3 mM Glutamin, 50 uM Mercaptoethanol, 50 U/Renicillin und 50 pg/mL
Streptomycin. Samtliche Jurkat-Zelllinien wurden RPMI1640 mit 10% FCS, 10 mM
HEPES, 50 U/mL Penicillin und 50 pg/mL Streptomykintiviert. Plat-E-Zellen wurden in
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DMEM mit den Zuséatzen von 10% FCS, 50 U/mL Penrcilind 50 pg/mL Streptomycin
kultiviert. Die adhérent wachsenden Plat-E-Zellearden mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-

LOsung umgesetzt.

DT40

Die Huhner-Zelllinie DT40 stammt aus einem durch d®gel-Leukosevirusalian leucosis
virus, ALV) induzierten bursalen Lymphom (Baba et aP8%; Baba und Humphries, 1984).
Das urspriingliche Lymphom wurde durch eine viraleKtion eines einen Tag alten Huhns
mit Rous associated-ViruQRAV-1) induziert. DT40-Zellen tragen auf ihrer [ibderflache
IgM und fuhren in dein vitro Zellkultur eine IgL Genkonversion durch (Buerstedst al.,
1990; Kim et al., 1990). Stimulation von DT40-Zellmit anti-Hihner IgM-Antikorper fahrt
letztendlich zu Apoptose, wodurch die Eliminierungpon selbst-reaktiven B-Zellen
nachgeahmt wird (Takata et al., 1995). Die bedelstenEigenschaft dieser Zelllinie liegt in
dem hohen Verhdltnis von zielgerichteter zu zujéli Integration exogener DNA
(zusammengefasst in (Sonoda et al.,, 2001; Windimg Berchtold, 2001)).Gezielte
Integration tritt fast so haufig auf wie zufalligietegration (Buerstedde und Takeda, 1991).
Obwohl die molekulare Grundlage dieser hohen Efizinoch unbekannt ist, vermutet man,
dass dies auf die Ig-Genkonversion zurtckzufuhserDie beiden Prozesse werden namlich
durch homologe Rekombination vermittelt und teiemmutlich die enzymatische Aktivitat
(Sonoda et al., 2001).

Jurkat

Jurkat-Zellen sind eine immortalisierte Zellliniorv T-Lymphozyten. Urspriinglich 1970
isoliert sind heute verschiedene Derivate der ltZklen vorhanden. In dieser Arbeit wurde
neben dem wild-typischen Zellklon J16 eine weite@aspase-9-negative Jurkat-Zellinie
verwendet (Samraj et al., 2007). Diese Zelllinierseufreundlicherweise von Prof. Dr. Klaus
Schulze-Osthoff, Universitat Tubingen, zur Verfugugestellt. Die verwendeten Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen wurden entweddmreréd dieser Arbeit generiert oder von
Prof. Dr. Henning Walczak, Imperial College Londaur Verfigung gestellt. Samtliche

Caspase-9 rekonstituierten Jurkat-Zellen wurdedeimvorliegenden Arbeit generiert.

Platinum-E (Plat-E)
Plat-E-Zellen stellen eine retrovirale Verpackurgdidinie der dritten Generation dar und

basieren auf der Zelllinie HEK293T. In Plat-E-Zelleverden die viralen Strukturgegag-
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pol und env unter der Kontrolle des ER1Promoters, der in HEK293T-Zellen 100mal
potenter als der MuLV-LTR exprimiert ist. Sowolhg-pol als auchenv stehen Uber eine
IRES (nternal ribosome entry sijein Verbindung zu Genen, die fur Selektionsmarker
kodieren (Morita et al., 2000).

3.2.2.3 Kryokonservierung von eukaryontischen Zellen

Die Kryokonservierung eukaryontischer Zellen wumtd@ DMSO als Gefrierschutzmittel
durchgefuhrt. DMSO unterdriickt die Ausbildung vonas§erkristallen wahrend des
Einfrierens und verhindert damit die Zerstérung déellwand. Die Zellen wurden
abzentrifugiert, das Zellsediment in Einfriermedi(@% FCS, 10% DMSO) resuspendiert
(max. 20 - 30 x 10Zellen/mL) und in 1 mL Aliquots in Kryoréhrchen reilt. Danach
wurden die Zellen zunachst fur ca. 48 h bei -80°@lagert und anschlieRend in
Fllssigstickstoff (-196°C) uberfuhrt. Aufgrund desxischen Wirkung von DMSO bei
Raumtemperatur wurden alle Einfrierschritte rasati auf Eis durchgefuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell auf 37°C @mt, einmal mit 20 mL

Zellkulturmedium gewaschen und in Kultur genommen.

Einfriermedium 90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO

3.2.2.4 Transfektion von DT40-Lymphozyten mittels Elektroparation
1x 10 Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen undhéir8end in 0,5 mL PBS

resuspendiert. Zusammen mit 10 - 25 g linearesiddNA wird die Zellsuspension in eine
Elektroporationskiivette (BioRad) tberfuhrt. Nach rhih Inkubation auf Eis wurden die
Zellen bei 250 V und 975 pF elektroporiert. Diekéleporierten Zellen wurden abermals fur
10 min auf Eis gelassen und danach in DT40-Mediufgemommen (vgl. Abschnitt 3.2.2.2).
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% g@@ir 24 h inkubiert und anschlie3end in DT40-
Medium mit geeignetem Antibiotikum (vgl. Tabellel8) resuspendiert. Die Zellen wurden in
zwei 96well-Platten mit 0,2 mlwell ausplattiert. Nach 5-7 Tagen waren die stabilen

Transfektanten erkennbar und wurden inm&24-Platten tberfihrt.
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Tabelle 3.10: Selektion von DT40-Zellen

Antibiotikum finale Konzentration
Histidinol 1 mg/mL

Blasticidin S 50 pg/mL
Puromycin 0,5 pg/mL

3.2.2.5 Transfektion von Plat-E-Zellen mit FUGENE® zur Produktion von

rekombinanten Viren

Plat-E-Zellen wurden als Verpackungszelllinie flie dProduktion von rekombinanten,
Replikations-inkompetenten Retroviren verwendetesBi Retroviren wurden dann fiur die
Transduktion von Jurkat- oder DT40-Zellen (vgl. Abhsitt 3.2.2.6) eingesetzt. Plat-E-Zellen

wiesen vor der Transfektion 50 - 60% Konfluenz @€m Schale).

Folgende Komponenten wurden in der angegebenerefeige gemischt:
1,9 ug retroviraler Expressionsvektor
1 pg pVvVSV-G
200 pL RPMI (ohne Zusatze)
7.5 uL FUGENE (Roche Diagnostics) (direkt in die Flissigkeitatifert)

Die Komponenten wurden durch leichtes Vortexen gehti und fur 15 min bei

Raumtemperatur gelassen. Das Plat-E-Medium wurdgesalugt und durch Jurkat- oder
DT40-Medium ersetzt. Der Transfektionsmix wurdeddtie3end tropfenweise zu den Zellen
gegeben. Nach 48 h Inkubation bei 5% ,Q@d 37°C wurde der Zelliberstand mit den

produzierten Retroviren fur die Transduktion eireges

3.2.2.6 Transfektion von Lymphozyten durch retroviralen Gentransfer

Die retrovirale Gentransfer-Technologie fuhrt skedbiund genetisch vererbbares Material
sehr effizient in das Genom von teilenden Zellan (@usubel et al., 1987). Der retrovirale
Gentransfer basiert auf der parallelen Herstellenger Verpackungszelllinie und eines

retroviralen Vektors. Verpackunsgzelllinien verpackrekombinante, retrovirale RNAs in
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infektiose, Replikations-inkompetente Partikel.einer Verpackungszelllinie sind die viralen
gag, pol- undenv Gene stabil im Genom integriert.

Der retrovirale Vektor pMSCVpuro wurde aus myeldipeoativen Sarkoma-Virus aus
passagierten PCC4-Zellen generiert (PCMV, (Hawley al., 1994). Retrovirale
Expressionsvektoren liefern das  Verpackungssignal®,  Transkriptions- und
Prozessierungselement® { and 3"-long terminale repeatéTRs), das Zielgen und einen
Selektionsmarker.

Das von der Verpackungszellinie exprimierte virale+Gen kodiert fur das Hullprotein.
Dieses Protein bestimmt den Grad der Infektiogitéapismus) des verpackten Virus (vgl.
Tabelle 3.11). Virale Hullproteine werden wie folgezuglich der Rezeptoren fir das

Eindringen in die Wirtszelle eingeteilt:

Tabelle 3.112: Retroviraler Tropismus

Tropismus viraler Eintrittsmechanismus
Erkennung des Rezeptors aus Maus- und
ekotrop
Rattenzellen
amphotro Erkennung des Rezeptors, der auf zahlreichen
P P verschiedenen Saugerzellen gefunden wurde
Erkennung zweier verschiedener Rezeptorep,
dualtrop welche auf zahlreichen Saugerzellen gefunden
wurde
Lipid-Bindung und Plasmamembranfusion; dapei
pantrop werden sowohl Sauger- als auch Nicht-Sauger-
Zellen infiziert

In pantropen Verpackungszelllinien sind die Virusigal mit dem Hull-Glykoprotein des
vesikularen Stomatitis-Virus (VSV-G) pseudo-typisieDa die stabile Expression des
VSV-G-Hillprotein toxisch ist, wurde das Virus te@nt produziert, indem der retrovirale

Expressionsvektor und das pVSV-G in die Plat-E-eelio-transfiziert wurde.

Transfektion von Jurkat- und DT40-Zellen mit rekorabten Retroviren
Jurkat-Zellen oder DT40-Zellen wurden mit VSV-G-pdetypisierten, rekombinanten
Retroviren transfiziert. In einer 10 cm-Schale vamrd3 mL frisches Jurkat- oder DT40-

Medium vorgelegt und mit 19 pL Polybren-Stammlds(ingale Konzentration von 6 pg/mL
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bzw. 3 pg/mL) vermischt. Der retrovirale Uberstamgrde bei 1200 rpm fur 4 min bei 4°C
abzentrifugiert. AnschlieRend wurden 5 - 10 X Z@llen mit 3 mL retroviralem Uberstand
resuspendiert und in die 10 cm-Schale gegeben. [8ddh werden die Zellen in frischem
Medium aufgenommen und nach weiteren 24 h in fasttMedium mit Antibiotikum (vgl.
Tabelle 3.10) resuspendiert. Alle Anwendungen veaupo-typisierten Retroviren wurden in
Ubereinstimmung mit den SicherheitsbestimmungerStigie S2 durchgefiihrt.

Polybren-Ldsung 3 mg/mL in PBS; steril filtriert; fur jede Infektio frisch

angesetzt

3.2.2.7 Klonierung von Zellpopulationen

Fur die Subklonierung heterogener eukaroyontis@etipopulationen wurde die Zelldichte
auf 5-10 Zellen/mL eingestellt und in 20% kommliiertem Medium aufgenommen.
Anschlie3end wurde die Zellsuspension in einen@d-Platte ausgesat. Nach 10 - 14 Tagen

wurden einzelne Klone sichtbar und in einevdl-Platte transferiert.

3.2.2.8 Apoptose-Induktion

Fiur die Zytostatika-, Staurosporin-, Todesrezeptaler BCR-vermittelte Apoptose wurden
die Stimuli aus hochkonzentrierten Vorratslésundem Zellkulturmedium zugesetzt und die
Zellen fur die angegebenen Zeiten in diesen Mebetassen (37°C/5% G Danach folgte
die weitere Verarbeitung (vgl. Tabelle 3.12).

Tabelle 3.12: Ubersicht der verwendeten Apoptose-@tuli

Stimulus Stock

20 mg/mL in DMSO/Ethanol (1:1)

Etoposid finale Konzentration 25 pg/mL

1 mg/mL in dHO

Mitomycin C finale Konzentration 25 pg/mL

2,5 mM in DMSO/Ethanol

Staurosporin finale Konzentration 2,5 uM

20 pg/mL in PBS

TRAIL finale Konzentration 40 ng/mL

410 pg/mL in PBS

M4 finale Konzentration 10 pg/mL
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3.2.2.9 Durchflusszytometrischer Nachweis von hypodiploiderZellkernen

Wahrend der Apoptose wird die zellulare DNA durcNd3en internukleosomal gespalten.
Die entstehenden DNA-Fragmente kénnen durch dienpaeen den Zellkern verlassen, so
dass dieser sukzessive DNA verliert. Dieses Phéanoka@n man als Messparameter der
Apoptose heranziehen.
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Quantifizieg der Apoptose anhand der
hypodiploiden Nuklei nach der Methode von Nicolettial. (Nicoletti et al., 1991). Hierbel
werden die Nuklei durch hypotone Zelllyse freigesetind die nukledre DNA mit
Propidiumiodid angefarbt. Die Quantifizierung derukledren DNA-Menge erfolgt
durchflusszytometrisch, und alle Zellkerne mit vgami als dem diploiden DNA-Gehalt
(Go/G1-DNA-Gehalt) werden als apoptotisch betrachtet.

_____________ 1% (w/v) Natriumcitrat; 0,1% (v/v) Triton X-100; 5Qg/mL
Propidiumiodid in dHO

Jeweils 3-5 x 10 Zellen pro Vertiefung wurden in 98ell-Platten 22 -24 h mit den
angegebenen Apoptose-Stimuli behandelt. Das Zalikuedium wurde entfernt und die
Zellen in hypotonem Lysepuffer fir 5 min lysiertngchlieRend wurde die rote Fluoreszenz
der Zellkerne bei 585 nm im Durchflusszytometer (]FSealibur, BD Biosciences) analysiert.
Die apoptotischen, hypodiploiden Zellkerne mit raduer roter Fluoreszenz lie3en sich im

FL2-Histogramm "links" der diploiden 85;-Population prozentual erfassen.

3.2.2.10Nachweis der Zellviabilitat im MTT-Test

Die Grundlage dieses Zellviabilitatstests ist dievitalen Zellen erfolgende Dehydrogenase-
vermittelte NADH/NADPH-abhangige Reduktion des @geib3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) zum blauen F@azansalz, welches beisonmgegen
soonm (Referenzwellenlange) photometrisch gemessen vidid. Menge an produziertem
NADH/NADPH ist zur Viabilitat der Zellen proporti@h Die Menge des entstehenden
blauen Formazans ist ein relatives Mal3 fur dievaalitat. In der vorliegenden Arbeit wurde
der MTT-Test modifiziert nach Heeg et al. (Hee@let1985) durchgefihrt.

MTT-LOsung............ccoooneeecee.
SDS-Losung

5 mg/mL MTT in PBS
10% (w/v) SDS in dpO
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1 x 10 Zellen pro Vertiefung (96vell-Format) wurden in einem finalen Volumen von 150
mit verschiedenen Stimuli behandelt und fir die emsipenen Zeiten im Brutschrank
inkubiert. AnschlieRend wurden 1@ MTT-LOsung zugegeben und der Ansatz flr weitere
5 h im Brutschrank kultiviert. Das entstandene bl&ormazan wurde durch Zugabe von
100 L 10% SDS und weiteren 3 h Inkubation in Losungrgebt. Danach erfolgte die
spektrophotometrische Auswertung bei der Wellergamngn 550 nm (Referenzwellenlange
690 nm).

3.2.2.11Messung des mitochondrialen Membranpotenzials

TMRE (Tetramethylrhodamin-ethylester) ist ein F#olfs der sich in die Membran von
Mitochondrien einlagert. Die Anregung durch Las#i(488 nm) fuhrt zu einer Fluoreszenz
im roten Bereich. Durch die Ladungsverhaltnisseimtakten Mitochondrium wird diese
Fluoreszenz verstarkt. Die Verstarkung ist ein kdee MalRR fur das herrschende
Membranpotenzial an der inneren mitochondrialen kem und kann mit dem
Durchflusszytometer gemessen werden. Durch memtitddgyende Agenzien nimmt das
Membranpotenzial und damit die Fluoreszenz von TMIRE

TMRE-LG6sung 25 pg/mL TMRE in PBS
finale Konzentration 0,2 uM

1 x 10 Zellen pro Vertiefung (96vell-Format) wurden in einem finalen Volumen von 2@0
mit verschiedenen Stimuli behandelt und fir die emgipenen Zeiten im Brutschrank
inkubiert. Anschlie3end wurde TMRE-LOsung zugegebed der Ansatz fur weitere 20 min
im  Brutschrank inkubiert. Danach wurde die rote dfszenz (ssnn) Im
Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD Biosciences)algsiert. Zellen mit gestdrtem

Membranpotenzial sind im FL2-Histogramm mit geriregé-luoreszenz prozentual erfassbar.
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3.2.3 Biochemische Methoden

3.2.3.1 Praparation von Zellextrakten

Zum Nachweis zellularer Proteine mittels SDS-PAGH zur Purifikation von Proteinen
wurden in der vorliegenden Arbeit geklarte zellaldrysate hergestellt. Dabei wurden in
einem isotonen Lysepuffer durch Zusatz von Detergegllulare Strukturen zerstért und

durch Zugabe von Proteinase-Inhibitoren der weikdrleau von Proteinen gehemmit.

20 mM Tris/HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl, 1% (v/v)
Triton X-100; 0,5 mM ETDA; 10 uM N#MO,4; 1 mM NaVOy;
10 mM NaF; 2,5 mM NaPP
Proteaseinhibitoren-Mix _...in dH,O geldst; 1:20 eingesetzt
IXPBS.....ee, 10 mM NaPP; 150 mM NaCl; pH 7,4

375 mM Tris/HCI; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (WA8DS;

0,06% Bromphenolblau; 6%-Mercapto-Ethanol

Die entsprechend vorbehandelten Zellen wurden ddestirifugation pelletiert und mit PBS
gewaschen. Die trockenen Pellets von 0,5 - 2°xZéllen wurden in 100 pL kaltem
Lysepuffer aufgenommen und fir 30 min auf Eis IgsiBurch Zentrifugation (13000 rpm;
10 min, 4°C) wurden nicht-lysierte Zellbestandtededimentiert. Die Lysate wurden
entweder zur Purifikation eingesetzt oder fur efi@S-PAGE vorbereitet. Dazu wurde eine
Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefuhrt (#dischnitt 3.2.3.2), die entsprechenden
Mengen Lysat mit 6x SDS-Auftragspuffer versetzt dad5 min auf 95°C erhitzt. Danach
wurden die Proben auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetraged einer Westernblot-Analyse

unterzogen.

3.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung Beoteinkonzentration nach Bradford
durchgefuhrt (Bradford, 1976). Das Prinzip diesests ist die Anlagerung des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blue G250 an Proteine, die efeednderung im Absorptionsverhalten

des Farbstoffs bewirkt.
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5x Bradford-Reagenz
(BioRad) vor Gebrauch wurde die Lésung 1:5 in@Rerdinnt
..................... 50-400 pg/mL BSA in PBS

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde imkidmalstab in 96vell-Platten
durchgefuhrt. 1—-10puL der zu untersuchenden mtoBNg wurden mit 200 pL
1x Bradford-Reagenz versetzt. Bei jeder Messungden@ine Verdinnungsreihe von BSA
(50 pg/mL bis 400 pg/mL) als interner Standard efiigprt. Der Abgleich erfolgte gegen
einen Reagenzienleerwert. Die Absorptionsmessunglevim Micro Tek FLI-Fluorometer
(Bio-Tek Kontron Instruments) bei 570 nm durchgefiiMit Hilfe der gerateeigenen
Software wurden die Daten der BSA-Verdinnungsreiaeisgewertet und die

Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.

3.2.3.3 Produktion von rekombinanter Hexahistidin-tagged Capase-9 in BL21E.coli

Expression von Fusionsproteinen

Alle Proteine wurden inE.coli-Zellen unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren
Promotors exprimiert.

Zur Produktion von prokaryontischen Fusionsproteingurde zunachst eine 50 mL
Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstamnh8-Ampicillin-Medium bei 37°C
im Bakterienschiittler inkubiert. Die Ubernachtkultuurde in 2 L frisches LB-Ampicillin-
Medium Uberfuhrt und bei 37°C solange weiter kudtit; bis der Absorptionswert bei 600 nm
0,5-0,6 Einheiten betrug. Anschlielend wurde klu#ugabe von 0,1 mM IPTG die
Expression des Zielproteins induziert und die Kuftu weitere 4 h bei Raumtemperatur im
Bakterienschittler inkubiert. Die Bakterienzellemrden durch 20-minitige Zentrifugation
bei 2000 g sedimentiert und in 400 mL Sucrose-Wasaing resuspendiert. Nach erneuter
20-minutiger Zentrifugation bei 2000 g wurde dasckene Zellsediment bei -20°C bis zur

weiteren Verarbeitung gelagert.

LB-Medium 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl auf 1080 dH,O;

autoklaviert; Lagerung bei 4°C

Ampicillin finale Konzentration 100 pg/mL in0

IPTG-L6sung IMIPTG in PBS

Sucrose-Waschldsung .......30 mM Tris-HCI; 20% (w/v) D(+)-Sucrose; pH 8,0
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Aufreinigung von Hexahistidin-Fusionsproteinen

Die Isolierung der exprimierten Hexahistidin-Fusiproteine wurde in Form einer
Einschrittreinigung mit Hilfe der immobilisierten étallaffinitdtschromatographie (IMAC)
durchgefuhrt. Die Grundlage dieser Methode ist Hmchaffine Wechselwirkung des
Hexahistidin-Tags des rekombinanten Proteins mit*-Mhen, die an einer Nitrilo-
Essigsaure-Agarose-Matrix  ("Pro-BiiiResin", Invitrogen) immobilisiert sind. Die
koordinative Bindung des rekombinanten Proteinslgtrfin Gegenwart von 5 mM Imidazol,
um unspezifische Wechselwirkungen anderer Proteiitedem Polymer zu unterdricken.
Nach der Bindung wird die Ri-NTA Matrix mit Puffern steigender Imidazolkonzeation
gewaschen und das rekombinante Protein abschlie@ndinem 500 mM Imidazolpuffer
kompetitiv eluiert.

Die immobilisierte Metallaffinitdtschromatograph(@AC) wurde nach den Hersteller-

Angaben optimiert und durchgefuhrt.

__________________ 5 mM Imidazol; 500 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9
PMSF-Losung,........ooov. 200 mM PMSF in Ethanol
50 mg/mL Lysozym in PBS
50 mM Imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9
1 M Imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9

2 M NaCl; 80 mM Tris-HCI; 50% (v/v) Glycerin; pHZ,

Alle Reinigungsschritte wurden im Kuhlraum bei 4Wurchgefuhrt. Das eingefrorene
Bakterienzellsediment (vgl. Abschnitt 3.2.3.3) wairth 20 mL kaltem Bindungspuffer
resuspendiert und mit 2 mM PMSF und 0,2 mg/mL Lysozersetzt. Nach 30-mindtiger
Inkubation auf Eis wurde die freigesetzte zellula@NA durch mehrmalige
Ultraschallbehandlung bei 4°C geschert. Die unitb&in Bestandteile wurden durch
30-minutige Zentrifugation bei 15000 g und 4°C dbgant.

Fur die Aufreinigung der Fusionsproteine werden B der 50%-igen Losung des Pro-
Bind™-Resin (Invitrogen) in 15 mL Falcon gegeben undchlisBend je zweimal mit ci@
und 1x Bindungspuffer gewaschen. Nach der Zenttiog bei 1500 rpm fur 3 min bei 4°C
wird das Saulenmaterial in 10 mL 1x Bindungsputiafgenommen und das Bakterienlysat
hinzu gegeben. Nach der Bindung des Fusionsproteindie Saule wurde diese mit 35 mL
1x Bindungspuffer und zweimal mit je 10 mL 1x Wasafier gespult. Wahrend des dritten
Waschschrittes mit 10 mL 1x Waschpuffer wird dalsugyglene Fusionsprotein in ein frisches
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Falcon uberfuhrt und maximal 2 mL Elutionspufferzdagegeben. Nach 2 - 5-minitigem
Schutteln bei 4°C wird das Eluat bei 2000 rpm, §,MPC zentrifugiert und vom gebrauchten
Saulenmaterial abgenommen. Uber Nacht wurde das Bliollodiumhilsen (MWCO 20K,
Pierce) gegen 1x Dialysepuffer im Kihlraum dialysie

Die Integritat und die Reinheit des Fusionsproteusden mit anschliellender Coomassie-
Farbung (vgl. Abschnitt 3.2.3.10) tUberprift. Digagrigten Proteine wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -70°C gelagert.

3.2.3.4 Affinitatsaufreinigung von anti-Caspase-9-Serum (Hae 1, Charles River, USA)

Fur die Affinitatsaufreinigung von Antikdrpern wirdas Serum Uber eine Antigensaule
gegeben, wodurch die Isolierung antigenspezifischAetikorper erfolgt. Dies hat eine
Erh6hung der Sensitivitat auch von niedertitrigezagenzien zur Folge.

Kopplung des Antigens an das Saulenmaterial

Zur Vorbereitung der Antigensaule wurde das in Apsit 3.2.3.3 aufgereinigte
Fusionsprotein an Actigel (Sterogene Bioseparafiagekoppelt. Zun&chst wurde 1 mL
Actigel dreimal mit je 5 mL 1x Natriumphosphat-Rarffgewaschen (1000 g, 1 min, 4°C).
Anschlie3end wurde zwischen 1-10 mg/mL aufgereasidgtusionsprotein hinzu gegeben und
mit 1 mL 10x Natriumphosphat-Puffer vermischt. Nédem mit dHO auf 10 mL aufgefullt
wurde, wurde die Mischung mit einer Porengrof3e @@b um filtriert und anschlielRend mit
1 mL Kopplungs-Lésung versetzt. Nach mindestensi-gtimdiger Inkubation auf dem
Schittler (4°C), wurde das Saulenmaterial abzemwfieft (1000 g, 1 min, 4°C) und mit
dreimal je 10 mL 1x Natriumphosphat-Puffer, je 10 590 mM Natriumchlorid und viermal
mit je 10 mL PBS gewaschen. Bis zu weiteren Verweaigdkann das Saulenmaterial in 5 mL

Lagerungs-Puffer bei 4°C aufbewahrt werden.

1M NaCNBH;

(Sterogene Bioseparations)

10x Natriumphosphat-PuffdM; pH 7,0

50% (v/v) Glycerol in PBS/KO (1:4); 2ug/mL Aprotinin;
2 pug/mL Pepstatin A

Natriumchlorid 500 mM NacCl

Kopplungs-Lésung
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Affinitatsaufreinigung des anti-Caspase-9-Serums

Die vorbereitete Antigensaule aus Abschnitt 3.2.&4rde zunachst mit Waschpuffer |

gewaschen und bei 2000 rpm fir 2 min bei 4°C Zewfiert. Nach Resuspension in

Waschpuffer | wurde das Saulenmaterial fur 30 n@nd3C geschittelt und anschliel3end bei
2000 rpm fur 2 min bei 4°C zentrifugiert. Der Ularsl wurde verworfen. Ein weiterer

Waschschritt mit Waschpuffer Il wurde analog duedkigrt. Nach der Inkubation auf dem
Schiittler wurde abermals der Uberstand verworfeth beide Zyklen wiederholt. Danach

wurde die Saule mit Waschpuffer Il fir 5 min inkett und durch Zentrifugation (2000 rpm,

2 min, 4°C) abgetrennt, der Uberstand wurde vemvorfils letztes wurde die Saule mit
PBS/0,01% Igepal gewaschen.

Bevor das Serum auf die vorbereitete Séule gegehene, wurde es fur 10 min bei

2000 rpm und 4°C zentrifugiert. Danach wurde deerStand auf die vorbereitete Saule
geladen und das Falcon mit PBS und 7,5 pL 10% Igaplgefullt. Nach Inkubation Uber

Nacht bei 4°C auf dem Schuttler wurde das gebundiéaterial bei 2000 rpm fir 2 min bei

4°C abzentrifugiert und anschlieRend zweimal mits@¥guffer Il gewaschen. Fir die

Elution der gebundenen Antikdrpermolekile wurde d&sulenmaterial in eine

Polypropylensaule (BioRad) uberfuhrt und abermals BBS gewaschen. Anschlie3end
erfolgte die Elution mit 100 mM Glycin (pH 2,7) urdie Neutralisation der einzelnen

Fraktionen mit 1 M Tris (pH 8,0)/50 mM NaCl. NaclkerdVereinigung der proteinhaltigen

Fraktionen erfolgte Uber Nacht die Dialyse gegeraly3epuffer in Kollodiumshilsen

(MWCK 20 K, Pierce) im Kuhlraum. Der so gewonnenégareinigte Antikdrper wurde dann

in Aliquots zur langfristigen Lagerung bei -80°@gefroren.

Waschpuffer | ... 0,1 M NaHCQ; 0,5 M NaCl
Waschpuffer I|_.................. 0,1 M Na-Acetat, pH 4,0; 0,5 M NaCl
Waschpuffer Ill..................... PBS; 0,5 M NaCl
PBS/Igepal.......oooooooen finale Konzentration 0,01% (v/v) lgepal

100 mM Gilycin; pH 2,7
1 M Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM NaCl
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3.2.3.5 Immunaufreinigungen von Proteinen

Fur die Immunaufreinigung von Proteinen aus Zeditga (vgl. Abschnitt 3.2.3.1) wurden
0,5 -2 ug des jeweiligen Antikorpers zum Lysat desgeund fir mindestens 1 h bei 4°C auf
dem Schittler inkubiert. Anschlieend wurden 30 Rdotein A/G Plus Agarose Beads
(Santa Cruz) hinzugefiugt und die Proteine wurdermindestens 1 h bei 4°C auf dem
Schittler aufgereinigt. Die aufgereinigten Protem&den dann dreimal mit Triton X-100-
haltigem Lyse-Puffer gewaschen und mit 50 pL 6x S@ragspuffer bei 95°C flr 5 min
aufgekocht. Die gereinigten Proteine wurden mitte8S-PAGE (vgl. Abschnitt 3.2.3.9)
anschlie3end aufgetrennt.

Wenn notig, wurden die verwendeten Antikérper kemalan dieProtein A/G Plus Agarose
Beads(Santa Cruz) gekoppelt. Hierfiir wurden die Antpe&r mit denBeadsfur mindestens
1 h bei 4°C inkubiert (in der Regel Uber Nacht)sélielRend wurden diBeadsje zweimal
mit PBS und 0,2 M Triethanolamin, pH 8,2 gewascHeie Kopplung wurde dann durch
Rotation derBeadsin 0,2 M Triethanolamin, pH 8,2 mit 3 mg/mL DimghPimelimidat
(DMP; Fluka) tber Nacht bei 4°C durchgefuhrt. Zubséttigung des verbliebenen DMP
wurden dieBeadsmit 10 mM Ethanolamin fir 30 min bei 4°C inkubiedachdem didBeads
dann dreimal mit PBS gewaschen worden waren, kansie fur die Immunaufreinigung
eingesetzt werden oder in PBS/0,01% (v/v) Bldei 4°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert werden.

20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl, 1% (v/v) TritoX-
100; 0,5 mM ETDA; 10 uM Né#MO,4 1 mM NaVO, 10 mM
NaF; 2,5 mM NaPP; Proteaseinhibitoren-Mix (1:20)

375 mM Tris-HCI; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (WNA8DS;
0,06% Bromphenolblau; 6%-Mercapto-Ethanol

3.2.3.6 Praparation von Zytosolextrakten

Zum Nachweis der intrazellularen Lokalisation vormtachondrialen Proteinen kann man
Zytosol- und Mitochondriumextrakte getrennt prapan und einer Western Blot-Analyse
unterziehen. Die Methode beruht auf der unterstioleeh Angreifbarkeit von Membranen
durch Digitonin (Samali et al., 1999). Durch Digio wird die Integritat der

cholesterolreichen  Zellmembran starker gestort afke der cholesterolarmen

Mitochondrienmembran. Durch Wahl der richtigen Ragter kann man die Zellwand
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zerstéren, wahrend die Mitochondrienmembran nodhkinbleibt. Die Abtrennung der

Mitochondrien erfolgt durch Zentrifugation.

6 x 10 Jurkat-Zellen oder 1,2 x 1MT40-Zellen prowell wurden in 2 mL Jurkat- bzw.-

DT40-Medium ausgesat. Zellen wurden entweder unimgia gelassen oder im Falle von
Etoposid fur 8 h (Jurkat) bzw. 2 h (DT40) und iml&&on Staurosporin fur 2 h (Jurkat) bzw.
8 h (DT40) inkubiert und anschlie3end durch Zeuggtion gesammelt (2000 rpm, 5 min,
4°C). Die folgenden Schritte wurden strikt unterhiing auf Eis durchgefihrt. Die Zellen
wurden in kaltem PBS gewaschen und erneut sediere(®000 rpm, 5 min, 4°C). Das Pellet
wurde in 150 L mt-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Zur &uspn wurde gleiches

Volumen MES/Digitonin-Puffer zugesetzt. Nach 4 mimkubation wurden die Zellen

sedimentiert (900 g, 2 min), der Uberstand abgenemmnd abzentrifugiert (20000 g,
5 min). Der Uberstand stellt die zytosolische Fiaaktlar. Die mitochondriale Fraktion findet

sich im Pellet und wurde in 5Q. mt-Puffer aufgenommen.

Ix mt-Puffer. ... 70 mM Tris-Base; 0,25 M Saccharose; 1 mM EDTA; p# 7
1x MES-Puffer. ... 19,8 mM EDTA; 19,8 mM EGTA; 0,25 M D-Manitol; 19r8M
MES; pH 7,4

163,1 pM Digitonin (=20 pl von Digitonin-Stammldsy
[10mg/mL]/mL MES-Puffer) in MES-Puffer

3.2.3.7 Invitro Apoptosom-Bildung nach Cytochrom c und dATP

Fur diein vitro Aktivierung des Apoptosoms wurden 5 X 1lurkat-Zellen geerntet, mit

eiskaltem PBS gewaschen und mit speziellem ZeyHer fur 30 min auf Eis lysiert (Hill et

al., 2004). Die Apoptosom-Bildung erfolgte nach Zbg von 8,6 pM Cytochrom c und
2,4 mM ATP und Inkubation bei 37°C tber 15 min. Amschluss daran wurden die Lysate
mit Lysepuffer verdiinnt und mRrotein A/G Plus Agarose Bea@Santa Cruz) fur 1,5 h bei

4°C auf dem Taumler inkubiert. Die so bereits gekl@ Lysate wurden dann mit frischen
Protein A/G Plus Agarose BeadSanta Cruz) und kovalent gekoppelten anti-Caspase
Antikorpern (vgl. Abschnitt 3.2.3.5) fur 2 h bei @°auf dem Taumler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Lysepuffer wurden die ardgpgten Proteine nach Zugabe von
50 puL 6x SDS-Auftragspuffer bei 95°C fiur 5 min agitgcht, Gber eine SDS-PAGE getrennt

und mit einer Western Blot-Analyse mit anti-Apatiid anti-Caspase-9 untersucht.
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20 mM HEPES, pH 7,5; 50 mM NacCl; 0,3% CHAPS; 10 mM
KCI; 1,5 mM MgCh; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 1mM DTT;
Proteaseinhibitoren-Mix (1:20)

375 mM Tris-HCI; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (wWA8DS;
0,06% Bromphenolblau; 6%-Mercapto-Ethanol

3.2.3.8 Gelfiltration

Um Komplexe von Proteinen nachzuweisen, werden  edies per
GroRRenausschlusschromatographie von kleineren iReateggetrennt. Die Chromatographie
erfolgt aus dem zytosolischen Lysat der behandé@edien. Zur Kontrolle der Funktionalitat
des Versuches wird eine Positivkontrolle mit eimevitro Apoptosom-Bildung durchgefuhrt.
Die Komplexe lassen sich durch die Detektion ihBastandteile per SDS-PAGE mit
anschlielBendem Western Blot nachweisen.

1,5-4,5 x 10 Bcl-2-tiberexprimierende Zellen wurden durch Zdéagration (400 - 600 g,
5 min) geerntet. FUr die Staurosporin-Behandlungdem die Zellen in 50 mL Jurkat-
Medium resuspendiert und mit 2,5 uM Staurosporikulmert. Anschlie3end wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und in gleicher Menge é?uff resuspendiert, 20 min auf Eis
stehen gelassen und dann mit dem Dounce-Homogeni¢dpaltmald: ,THIGHT") in
35 Zyklen homogenisiert. Per Zentrifugation (50002 h, 4°C) wurde das Zelllysat in
zytosolischen Uberstand und Zelldebris getrenntr Diverstand wurde fir weitere
Verwendung abgenommen (S100-Extrakt). Die Eingteglldes Proteingehaltes erfolgte auf
10 mg/mL. Diein vitro Apoptosom-Bildung erfolgte durch Zugabe von Cytooh c (finale
Konzentration 8,6 uM) und dATP (finale Konzentrati®,4 mM) in das Lysat fur 30 min bei
37 °C. Im Anschluss wurde das Lysat direkt auf 8&ule gegeben. 500L des S100-
Extraktes wurden auf eine Sepharose 6HR (10/30eS@&mersham) aufgetragen und mit
Puffer A (ohne Inhibitoren) per FPLC-Anlage (BioliogBioRad) aufgetrennt. Der Lauf
wurde in Fraktionen von 500 aufgefangen und per Western Blot sowie CaspassAfeks-

Assay ausgewertet.

Puffer A ... 20 mM HEPES, pH 7,5; 1,5 mM Mg£110 mM KCI; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA; 10 pg/mL Leupeptin; 10 pg/mL
Pepstatin; 10 pg/mL Aprotinin;, 1 mM DTT; 35 uM
Natriumfluorid; 3,3 mM NaPP; 0,1 mM PMSF

HMW-Standardamarker (Amersham)
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3.2.3.9 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoese

Zur analytischen Auftrennung von Proteingemischemrde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nachniaé verwendet (Laemmli, 1970).

Hierbei werden die Proteine mit Hilfe von SDS denatt und Disulfidbricken mit

b-Mercaptoethanol reduziert. Die Anlagerung des msthen Detergenz SDS an die
Polypeptidkette erfolgt proportional zum Molekulewgcht des Polypeptids. Da jedes
angelagerte SDS-Molekill die Polypeptidkette miteeinegativen Ladung versieht, ergibt
sich fur alle Proteine ein nahezu konstantes Lasi@sse-Verhaltnis der SDS-Polypeptid-
Aggregate, so dass die WanderungsgeschwindigkeitGeh allein von der GroRRe des
Polypeptids abhéngig ist. Mit Hilfe von geeigneMalekulargewichts-Markern ist die GroRe
eines Polypeptids auf diese Weise leicht zu bestimm

Durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Geld Puffersystems mit Sammel- und

Trenngel wird das Auflésungsvermdgen der SDS-PA@Bentlich erhoht (Laemmli, 1970).

29,2% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v) Bisacrylamid irHdO
10% (w/v) APS in dEHO

Acrylamid-L6sung
APS-L0Osung
TEMED

0,74% (w/v) SDS; 1 M Tris-HCI; pH 6,8
0,384% (w/v) SDS; 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8
375 mM Tris-HCI; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (wWA8DS;

0,06% Bromphenolblau; 6¥-Mercaptoethanol
________________ 0,1% (w/v) SDS; 1,9 M Glycin; 250 mM Tris-HCI

Aus den Stocklosungen wurden die Gelmischungerelsestit. Sie enthielten:

Tabelle 3.13: Zusammensetzung der Gellésungen

Komponente Sammelgel Trenngel
Acrylamid/Bisacrylamid 5% (w/v) 8-15% (w/v)
Tris-Hcl, pH 6,8 135 mM -
Tris-HCI, pH 8,8 - 390 mM
SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v)
APS 0,1% (w/v) 0,05% (wi/v)
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Die Polymerisation wurde durch Zugabe des Katatysat0,1% (v/v) TEMED und
0,1% (w/v) APS (vgl. Tabelle 3.13) gestartet une gliolymerisierende Ldsung sofort
verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach @eeffen mit Isopropanol tberschichtet.
Nach ca. 60 min wurde der Alkohol durch Spilen dtiibO entfernt und das Sammelgel
gegossen.

Die zu testenden Proteinlosungen wurden mit 1x 3Dffragspuffer versetzt, fir 5 min bei
95°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Diekietgphorese wurde in 1x Elektroden-

puffer solange durchgefiuhrt, bis die Bromphenolfstaat die untere Gelkante erreicht hatte.

3.2.3.10Coomassie Blau-Farbung von Proteingelen

Fur die Darstellung der Proteinbanden im Gel stelegachiedene Techniken zur Verfiigung.
Die einfachste Methode ist die Anfarbung mit CoosmaBrilliant Blue R250. Das Prinzip
dieser Farbung ist identisch mit dem der ProteitMoesung nach Bradford (Bradford, 1976).

Die Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei ca.npBrotein pro Bande.

Coomassie-Farbelosung

0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 50% (v/v)
Methanol, 7% (v/v) Essigsaure in gbl

Entfarbelésung 20% (v/v) Methanol, 7% Essigsaure ingH

Nach dem Lauf der SDS-PAGE wurde das Trenngel for 2 min in Coomassie-
Farbelbsung schittelnd inkubiert. AnschlieBend wudds Gel in dbO gespilt und solange
in der Entfarbelésung inkubiert, bis der Gelhintargl farblos war. Danach wurde das Gel
fur 2h mit 50% (v/v) Methanol-L6sung behandelt umdischen zwei Cellophanfolien

getrocknet.

3.2.3.11Silberfarbung von Proteingelen

Die Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen wurde nach ilRaldl et al. durchgefiihrt
(Rabilloud et al., 1988). Sie zeichnet sich durote e 00- bis 1000-fach gréRere Sensitivitat

im Vergleich zur Coomassie-Farbung aus (Nachwensagr®,1 - 1 ng Protein pro Bande).
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Fixier-L6sung
Natriumthiosulfat-Lésung
Impréagnier-Lésung

Entwickler-Losung

Stopp-L6sung

50% Methanol, 10% Eisessig

0,2g/L Natrium-thiosulfaéntahydrat

0,2g/100 mL Silbernitrat

60g/L Natrium-Carbonat, 50 uL/1@fL Formaldehyd, 2 mL

Natriumthiosulfat-Lésung

1g Glycin/100 mL ¢@&

Nach der SDS-PAGE wurde das Trenngel fur die argggen Zeiten mit den verschiedenen

Lésungen in einer Schwenkapparatur inkubiert:

Tabelle 3.14: Ubersicht der Inkubationszeiten bei er Silberfarbung

Schritt

Losung

Zeit

1. Fixierung

50% Methanol
10% Eisessig

30 min oder uber Nacht

5% Methanol

2. Inkubation 19 Eisessig 15 min
3. Spilen 50% Methanol 5 min
4. Waschen dsO 3 x5 min
5. Inkubation 0,2 g/L Na-thiosulfat-pentahydrat e 0
6. Waschen dsO 3 x 30 sec
7. Inkubation 0,2g/100mL Silbernitrat 25 min
8. Waschen dsO 3 x 60 sec
60 g/L NaCOs
, 50 pL/100 mL Formaldehyd 17 min
9. Entwicklung 2 mL/100 mL Natrium-thiosulfat-
Ldsung
10. Stop 19/100 mL Glycin 15 min
11. Waschen 4O 1x2sec,1x5sec, 1 x mindeste

30 min

Anschlie3end wurde das Gel zwischen zwei Celloptignf (Roth) getrocknet.
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3.2.3.12Western Blot

Der Westernblot ist eine Methode zum selektiven Mags eines Proteins mit Hilfe von

spezifischen Antikorpern. Dazu mussen die im SD$&EAGel aufgetrennten Proteine aus
dem Gel zunéachst auf eine Polyvinylidendifluorid/(F)-Membran transferiert werden. Der
Nachweis erfolgt auf der Membran mit Hilfe von siiszhen Primarantikérpern und einem
geeigneten Detektionssystem auf der Basis einegni=nzarkierten oder Infrarot-Farbstoff-

gekoppelten Sekundarantikorpers.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transfer dentéine auf die PVDF-Membran im Nass-
Tank-Verfahren durchgefihrt und entweder das Pdase-basierte ,Enhanced-
Chemiluminescence* (ECL)-Detektionssystem oder,@atyssey Infrared Imaging System*

verwendet.

Transfer-Puffer.. ... 2,93 g /L Glycin, 5,28 g/L Tris-Base, 20% Methanol
5% (w/v) fettarmes Milchpulver; 10 mM Tris-HCI; 150M
NacCl; 0,02% (v/v) Triton X-100; pH 8,0

1x TBS 0,02% (v/v),
Triton X-100 ..o 10 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 0,02% (v/v) Triton XeD;
pH 8,0
Primarantikorper-L6sung.. 0,5 — 2 pg/mL in 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100
Sekundarantikorper-Losungekundarantikorper-Stocklosung; Peroxidase-markigrd000
in 5% Milchpulver verdinnt
IRDye®  Sekundarantikorper-Stocklésung; 1:10000 in

5% Milchpulver verdinnt

Der Zusammenbau des Blots erfolgte in kaltem TerBUffer. Hierzu wurde die
Transferkassette gedffnet und ein Transferschwamimdaé anodengerichtete Seite der
Kassette gelegt. Darauf wurden ein Filter-Papiex,RVDF-Membran, das Gel, zwei Lagen
Filterpapier und der zweite Transferschwamm gelegt.Kassette wurde geschlossen, in den
Transfertank tberfiihrt und dieser mit kaltem Tran$fuffer aufgeftllt. Der Transfer wurde
fur 90 min bei 0,5 A und 4°C durchgefihrt. Im Ankds wurden die unspezifischen
Bindungsstellen der PVDF-Membran durch einstindigieubation mit 5% Milchpulver-
Losung bei Raumtemperatur blockiert und der Bl@irdal mit 1x TBS 0,02% (v/v) Triton
X-100 gewaschen. Die Inkubation mit der entspredeanPrimérantikdrper-Lésung wurde

entweder fiur 1 h bei Raumtemperatur oder tGber Naeh#°C durchgefiihrt. Danach wurde
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die Membran dreimal fir 5 min mit 1x TBS 0,02% (vAviton X-100 gewaschen und fur 1 h
mit der entsprechenden Sekundarantikérper-Lésung Raumtemperatur inkubiert.
Abschlie3end wurde der Blot weitere 10mal fur 5 mmih 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100
gewaschen. Zur Detektion durch das ECL-System wurdgeiche Volumina der
Detektionsreagenzien A und B (Westernblot-ECL-Dte@eKit, Amersham-Pharmacia)
gemischt, die Membran darin fir 1 min inkubiert, der Dunkelkammer ECL-Filme
(Hyperfilm-ECL, Amersham-Pharmacia) fur verschiegldexpositionszeiten aufgelegt und
anschlieBend entwickelt. Im Falle der Detektionctiudas ,0dysséy Infrared Imaging
System“ wurde die Fluoreszenz der Infrarot-assdeire Zielproteine bei 800 nm durch
Einscannen der trockenen Membran gemessen undekaianmin mit der Odyssey-Software

weiter verarbeitet werden.

3.2.3.13Fluorometrische Bestimmung der Caspase-Aktivitat

Die im Verlauf der Apoptose auftretende Caspasaviiit wurde in der vorliegenden Arbeit
fluorometrisch bestimmt. Die Grundlage dieses Testd fluorogene Tetrapeptid-Substrate,
aus denen Caspase-vermittelt das Fluorophor Amitiodcemarin (AMC) freigesetzt wird.
Nur in seiner freien Form weist AMC die typischdndfeszenz-Eigenschaften auf. Uber eine
kinetische Aufzeichnung der Fluoreszenz-Zunahmerevith der Reaktion lasst sich die
relative Caspase-Aktivitdt aus der Anfangssteiguley Fluoreszenzkurve ermitteln. Der
Einsatz verschiedener Tetrapeptid-Substrate ersfigkine bedingte Spezifizierung der
Caspase-Aktivitat (z.B. Ac-DEVD-AMC fur Caspase-3).

20 mM HEPES; 84 mM KaCl; 10 mM Mg&I1200 uM EDTA,;
200 puM EGTA; 0,5% (v/v) NP-40; 1 mM PMSF; 1 mM DTT;
1 pg/mL Leupeptin; 1 pg/mL Pepstatin; 5 pg/mL Aprot

37,5 mM HEPES; 75 mM NaCl; 7,5% (w/v) D(+)-Sucrose;
0,075% (w/v) CHAPS; 1,5 mM Cagll0 mM DTT; 50 uM Ac-
DEVD-AMC; pH 7,4

1 x 10-2 x 10 Zellen pro Vertiefung wurden in 98ell-Platten mit den verschiedenen
Apoptose-Stimuli wie unter 3.2.2.8 beschrieben di& angegebenen Zeiten behandelt. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt (206 gnin) und das trockene Zellsediment
fur 10 min auf Eis in 50 pL Lysepuffer lysiert. D@&aspase-Aktivitdt wurde in einem finalen

Volumen von 200 pL 1x Reaktionspuffer bestimmt. Damrde der Ansatz fir 1 h bei 37°C
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inkubiert und die Freisetzung von AMC fluoromethdeei einer Anregungswellenlange von
360 nm und einer Emissionswellenlange von 450 nrh Hilfe des Micro Tek FLI-

Fluorometers (Bio-Tek Kontron Instruments) einmal der Minute gemessen. Mit der
gerateeigenen Software (KC4) wurde die Anfangsstejgler kinetischen Kurve als relatives

Mal3 der Caspase-Aktivitat bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Rolle des mitochondrialen Signalweges bei der Staosporin-

induzierten Apoptose

4.1.1 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptosen Bcl-2-

Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

4.1.1.1 Generierung Bcl-2-tberexprimierender Jurkat-Zellen

Zur Untersuchung der Apoptose-Induktion des Pra&teaseinhibitors Staurosporin
unabhangig vom intrinsischen Apoptose-SignalwedfesolBcl-2-Uberexprimierende Jurkat-
Zellen generiert werden. Zur Amplifikation der cDNder humanen Bcl-2 alpha Isoform
(vgl. Sequenz Abbildung 4.1A) wurde die Genbankif®eg herangezogen (Zugangsnummer
AAH27258). Mittels PCR auf humaner Jurkat cDNA wairdhit den Oligonucleotiden
hBcl-2_for und hBcl-2_rev2 und einer anschlielRendeelgerichteten Mutagenese die
humane Bcl-2-cDNA amplifiziert und Uber EcoRI inndeetroviralen Expressionsvektor
pMSCVpuro kloniert. Nach der retroviralen Transfektwild-typischer Jurkat-Zellen (J16,
JE6.1) mit dem Leervektor (J16-Vektor bzw. JE6.kde oder humaner Bcl-2-cDNA
(J16-Bcl-2 bzw. JE6.1-Bcl-2) wurde die Uberexpressvon Bcl-2 in einer Western Blot-
Analyse nachgewiesen (Abbildung 4.1B und C, jewdbn 1 und 2, unterer Abschnitt).

fx_ 10 20 30 40 50
MAHAGRTGYD NREIVMKYIH YKLSQRGYEW DAGDVGAAPP GAAPAPGIFS

60 70 80 90 100
SQPGHTPHPA ASRDPVARTS PLQTPAAPGA AAGPALSPVP PVVHLTLRQA

110 120 130 140 150
GDDFSRRYRR DFAEMSSQLH LTPFTARGRF ATVVEELFRD GVNWGRIVAF

160 170 180 1590 200
FEFGGVMCVE SVNREMSPLV DNIALWMTEY LNRHLHTWIQ DNGGWDAFVE

210 220 230 239
LYGPSMRPLF DFSWLSLKTL LSLALVGACI TLGAYLGHK

Abbildung 4.1 (Legende s. nachste Seite)
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Abbildung 4.1: Bcl-2-Uberexpression in J16 und JE@A. nach retroviraler Transfektion mit
humaner Bcl-2-cDNA

(A) Die Aminosduresequenz der humanen Bcl-2 alpbafotm (Zugangsnummer AAH27258). Die
Aminosauren sind im Ein-Buchstabencode dargestélt) und (C) Bcl-2-Expression in J16-Vektor
(pPMSCVpuro, Bahn 1) und J16-Bcl-2 (pMSCVpuro-hB¢l®ahn 2) (B), Bcl-2 Expression in JE6.1-Vektor
(pPMSCVpuro, Bahn 1) und JE6.1-Bcl-2 (pMSCVpuro-hR¢Bahn 2) (C). Nach Herstellung der Lysate wurden
fur die elektrophoretische Auftrennung Uber eineSSPAGE (12%) 50 ug Protein pro Bahn aufgetragem. Di
Bcl-2-Expression wurde im Western Blot mit einenti-&tl-2-Antikbrper nachgewiesen. Als Ladekontrolle
wurde die Membran zusatzlich mit anti-Vinculin aygaért (jeweils Bahn 1 und 2, oberer Abschnitt)e Di
molekulare Masse der detektierten Proteine isslinkkDa in der Abbildung angegeben.

4.1.1.2 Freisetzung von Cytochrom c in Bcl-2-Uberexprimieraden Jurkat-Zellen

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Ufmession von Bcl-2 in den in 4.1.1.1
generierten Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-ZeHasreichend war, um die mitochondriale
Freisetzung von Cytochrom c¢ nach Staurosporin-Sétimn zu blockieren. Als
Positivkontrolle wurde der mitochondriale Apoptd&mulus Etoposid verwendet, einem
konventionellem Zytostatikum (Topoisomerase-II-bitor) von dem bekannt ist, dass die
Uberexpression von Bcl-2 die Cytochrom c-Freisetzumd Apoptose-Induktion inhibiert
(Engels et al., 2000). Freigesetztes zytosolisebg®chrom ¢ wurde anschlieRend mittels
Western Blot analysiert (Abbildung 4.2A und B). NaStimulation der J16-Vektor-Zellen ist
sowohl nach Etoposid- als auch nach Staurospokinbiation eine Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium ins Zytosol zold@chten (Abbildung 4.2A, Bahn 2
und 3). Im Gegensatz dazu fihrte in den J16-Bceler keiner der beiden Stimuli zu einer
Cytochrom c-Freisetzung aus dem Mitochondrium (#hlyig 4.2A, Bahn 5 und 6).
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Abbildung 4.2: Bcl-2-Expression beeinflusst die Cyichrom c-Freisetzung

(A) und (B) Jeweils 6 x 10J16-Zellen (A) oder JE6.1-Zellen (B), entweder mm Leervektor oder mit
humaner Bcl-2-cDNA transfiziert, wurden unbehandeitbeh., 8 h, Bahn 1 und 4) gelassen oder mitdsidp
(Etopo, 8 h, Bahn 2 und 5) oder mit StaurosporiigSs h, Bahn 3 und 6) inkubiert. Anschlieend veurdie
Zellen wie in Abschnitt 3.2.3.6 beschrieben mit iagin-haltigem Puffer (Digitonin 0,2 mg/mL Puffelg)siert.
Durch verschiedene Zentrifugationsschritte erfoldie Separation von Zytosol und Mitochondrien. Ls0
Protein der zytosolischen Fraktion wurden pro Batittels einer 8 - 15% SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot die Freisetzung des Cytochrom c aus Mé&ochondrien mit anti-Cytochrom c-Antikdrpern
detektiert. Als Ladekontrolle wurde die Membran&uich mit anti-Vinculin-Antikbrpern analysiert.inks ist
die molekulare Masse der untersuchten Protein®amdngegeben.

Analog zu den Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellarrden die Bcl-2-Uberexprimierenden

JEG6.1-Zellen mit gleichem Versuchsansatz ebengalfsinre Cytochrom c-Freisetzung nach
Inkubation mit Etoposid und Staurosporin im WestBiat untersucht. Im Falle der JE6.1-
Vektor-Zellen kommt es nach Inkubation mit Etoposil Staurosporin zur Freisetzung von
Cytochrom c ins Zytosol (Abbildung 4.2B, Bahn 2 usid Bei den JE6.1-Bcl-2-Zellen lasst
sich eine geringfligige Freisetzung von Cytochromach den angegebenen Stimuli trotz
Bcl-2-Uberexpression beobachten (Abbildung 4.2ByBa und 6). Diese Ergebnisse zeigten,
dass die Bcl-2-Uberexpression ausschlieRlich in derZellen eine effektive Blockierung

des mitochondrialen Signalweges gewébhrleistet.
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4.1.1.3 Zellviabilitat in Bcl-2-tiberexprimierenden Jurkat-Z ellen nach Inkubation mit

apoptotischen Stimuli

In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt wedbss, die Uberexpression von Bcl-2
die Cytochrom c-Freisetzung komplett (J16-Bcl-2kein0deilweise (JE6.1-Bcl-2) inhibiert.
Deshalb sollte im nachsten Schritt untersucht werdiewieweit die Uberexpression von
Bcl-2 in den in 4.1.1.1 generierten Jurkat-Zelleamz Schutz der Zelle gegeniber
mitochondrialer Apoptose-Stimuli beitrégt und olalBbsporin in der Lage ist (im Gegensatz
zu Chemotherapeutika) trotz der Bcl-2-Uberexpressie Zellviabilitat zu beeinflussen. Als
mitochondrialer ~ Apoptose-Stimulus wurde Etoposid dunals Kontrolle der
Todesrezeptorligand TRAIL verwendet, von dem bekasty dass er in der Lage ist,
unabhangig vom mitochondrialen Apoptoseweg in daekVeise Apoptose zu induzieren.
Zur Messung der Zellviabilitat wurde der MTT-Tedirwendet. Diese Messmethode beruht
auf der Messung der Redoxaktivitat in der Zellee photometrische Detektion erfolgt nach
Umsetzung des gelben MTT zum blauen Formazansaizhddie Reduktionsaquivalente
NADH und NADPH.

Nach Inkubation der J16-Vektor-Zellen mit verscleieen Konzentrationen des
Todesrezeptorliganden  TRAIL, des ChemotherapeutkunkEtoposid und des
Proteinkinaseinhibitors Staurosporin konnte bedralirei verwendeten Stimuli eine Abnahme
der Zellviabilitat beobachtet werden (AbbildungA)3Iin den Bcl-2-tberexprimierenden J16-
Zellen kommt es nach Inkubation mit TRAIL und Etejub zu keiner Abnahme der
Zellviabilitdt (Abbildung 4.3A). Im Gegensatz dafiuhrte die Behandlung der Bcl-2-
Uberexprimierenden J16-Zellen mit Staurosporin zmere Abnahme der Zellviabilitat
(Abbildung 4.3A). Die in 4.1.1.1 generierten BcliBerexprimierenden JEG6.1-Zellen wurden
in einem identischen Versuchsansatz auf ihre Zdiitat nach Behandlung mit TRAIL,
Etoposid und Staurosporin hin untersucht. Im FadleJE6.1-Vektor-Zellen fiihrte sowohl die
Behandlung mit Etoposid als auch mit Staurosparicht jedoch mit TRAIL zum Verlust der
Zellviabilitat (Abbildung 4.3B). Ebenso erfolgte ata der Inkubation mit TRAIL in den
Bcl-2-tberexprimierenden JEG6.1-Zellen kein Verldist Zellviabilitat. Staurosporin und auch
Etoposid waren allerdings in der Lage eine Abnalime Zellviabilitdt in diesen Zellen zu
bewirken (Abbildung 4.3B).

Zusammenfassend lassen die Cytochrom c-Freisetughg4.1.1.2) und die Erhaltung der
Zellviabilitat (vgl. 4.1.1.3) in den in 4.1.1.1 garerten Jurkat-Zellen darauf schlie3en, dass
die Bcl-2-Uberexpression in den J16-Bcl-2-Zellesraichend fiir den Schutz der Zellen vor

Apoptose-Induktion tber den intrinsischen Signalvigtg Obwohl die Uberexpression von
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Bcl-2 den Etoposid-induzierten Apoptose-Signalwegmglett blockiert, ist Staurosporin
jedoch offensichtlich in der Lage, in Gegenwart But-2 Apoptose zu induzieren. Hingegen
konnte in den Bcl-2-tiberexprimierenden JEG6.1-Zellemch die Bcl-2-Uberexpression nur
ein partieller Schutz vor der Cytochrom c-Freisatzmach Stimulation mit mitochondrialen

Apoptose-Stimuli aufgebaut werden.
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Abbildung 4.3: Bcl-2-Uberexpression beeinflusst die Zellviabilitast nach verschiedenen
apoptotischen Stimuli

(A) und (B) 1x 16 J16-Zellen oder JE6.1-Zellen (B), entweder mit deeervektor (pMSCVpuro, weilRe
Kéastchen) oder mit humaner Bcl-2-cDNA transfiziggMSCVpuro-hBcl-2, schwarze Kastchen), wurden mit
den angegebenen Konzentrationen von TRAIL, Etopoasid Staurosporin fur 24 h inkubiert. Nach Zugabe v
10 pL MTT (5 mg/mL) und Inkubation von 5 Stundeffolgte eine weitere Zugabe von 100 pL SDS-Ldsung
(10%). Nach weiteren 12 h wurde die Messung deroAdi®on (550 nm/690 nm) als Mal3 der Redoxaktivitat
durchgefuhrt. Gezeigt sind die Mittelwerte von Tikiaten.
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4.1.1.4 Untersuchung zur Apoptose-Induktion und Caspase-Akvierung in Bcl-2-

Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, dassr&porin in J16-Zellen und JEG6.1-
Zellen trotz Bcl-2-Uberexpression eine Abnahme detlviabilitat (vgl. Abbildung 4.3)
bewirkt. Im Gegensatz zu Chemotherapeutika erfdigt Staurosporin-induzierte Apoptose
nach einer sehr schnellen Kinetik, was innerhaliseli 1 - 2 h zu apoptotisch bedingten
Veradnderungen in der Zelle fuhrt, wie z.B. Caspaktvierung, Externalisierung von
Phosphatidylserin, Zusammenbruch des Membranpaienand intrazellulare Ansauerung
(Waibel et al., 2007). Zusatzlich zu diesen frikagoptotischen Ereignissen wurde fir
Staurosporin ein Caspase-unabhéangiger, zeitlichzogerter Signalweg beschrieben
(Belmokhtar et al., 2003; Zhang et al., 2004). Rd#shsollte der Staurosporin-induzierte
Zelltod in Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zelledher differenziert werden (Apoptose,
Nekrose) und im Folgenden die Apoptose-Induktiont miner Analyse der Anzahl
hypodiploider Kerne und im Falle der J16-Zellen &mbch die Caspase-Aktivierung
untersucht werden. Hierfir wurden sowohl die mimdeeervektor transfizierten Jurkat-
Zellen als auch die mit humaner Bcl-2-cDNA transfiten Jurkat-Zellen fur 24 h mit dem
Todesrezeptorstimulus TRAIL, mit dem ChemotheragautEtoposid und mit dem
Kinaseinhibitor Staurosporin inkubiert und die hgoiden Kerne anschlieRend
durchflusszytometrisch analysiert. Die daraus tesehde Apoptose-Induktion sowohl in
den J16-Vektor- als auch den JEG6.1-Vektor-ZelleigtzAbbildung 4.4A. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass der extrinsische Stimulus TRaler auch Staurosporin in den Bcl-2-
Uberexprimierenden J16- und JE6.1-Zellen Apoptodezierten, wenngleich in reduziertem
Mafe. Die Etoposid-induzierte Apoptose ist hingegemen J16-Bcl-2-Zellen vollstandig
geblockt (Abbildung 4.4A), wohingegen die Bcl-2-idaegrimierenden JE6.1-Zellen nach
Etoposid-Behandlung ebenfalls Apoptose aufwiesebbildung 4.4B). Zur Klarung der
Frage, ob Etoposid und Staurosporin in dem Zeksystler Bcl-2-Uberexprimierenden J16-
Zellen zur Caspase-Aktivierung fuhren, wurden sdwdib J16-Vektor-Zellen als auch die
J16-Bcl-2-Zellen mit beiden Stimuli inkubiert untedSpaltung des synthetischen Substrats
DEVD-AMC im Fluorimeter bestimmt. Analog zur Apog®Induktion in Abbildung 4.4A
fuhrte die Etoposid-Behandlung der J16-Vektor-Zelleir Caspase-Aktivierung (Abbildung
4.4C), wahrend diese in den Bcl-2-tUberexprimierandles-Zellen geblockt war (Abbildung
4.4C). Staurosporin hingegen bewirkte sowohl in ¥ektorkontrollzellen als auch in den
Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen die Spaltung dgnthetischen Caspase-Substrats
DEVD-AMC (DEVD-AMC) (Abbildung 4.4C).
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Die bisherigen Ergebnisse (vgl. Abschnitt 4.1.24.2,1.3 und 4.1.1.4) weisen darauf hin, dass
die Uberexpression des anti-apoptotischen Pro®at® die Aktivierung des intrinsischen
Apoptose-Signalweges in den JE6.1-Zellen nichteacisend blockiert. Aus diesem Grund
wurden im Folgenden die weiteren Untersuchungesdlief3lich mit den generierten Bcl-2-

Uberexprimierenden J16-Zellen durchgefinhrt.
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Abbildung 4.4: Staurosporin induziert Apoptose und Caspase-Aktivierung in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

(A) und (B) 3 x 10 J16-Zellen (A) oder JE6.1-Zellen (B), entweder dem Leervektor (p)MSCVpuro, weilRe
Balken) oder mit humaner Bcl-2-cDNA transfiziert MBCVpuro-hBcl-2, schwarze Balken), wurden
unbehandelt (Ktrl) gelassen oder mit TRAIL (40 ngjmEtoposid (Etopo, 25 pg/mL) oder Staurosporin
(Stauro, 2,5uM) fir 24 h inkubiert. AnschlieRendfolgte die Messung der hypodiploiden Kerne im
Durchflusszytometer. Gezeigt sind die Mittelwerted uStandardabweichung aus Triplikaten (C) 5 % 106-
Zellen aus (A) wurden unbehandelt gelassen (Ktdgromit Etoposid (Etopo, 25 ug/mL) oder Staurogpori
(Stauro, 2,5 uM) fir 8 h behandelt. Nach der Inkigimawurden zellulare Lysate prapariert und mit dem
fluorogenen Caspase-Substrat DEVD-AMC inkubiertr Beaktionsverlauf wurde fluorimetrisch verfolgtdun
die Caspase-Aktivitat wie in Material und Method&mschnitt 3.2.3.13 beschrieben bestimmt. Gezeiyt die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Duplikaten

4.1.1.5 Beeinflussung der Mitochondrienmembran-Integritat in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen
Da das anti-apoptotische Protein Bcl-2 einen Schdtzr die Integritdt der
Mitochondrienmembran darstellt (Rudner et al., 200drde zur weiteren Charakterisierung
der Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen die Beértitigung der Mitochondrienmembran-
Integritat nach Inkubation mit apopotischen und isomembranschadigenden Agenzien
durchgefuhrt. Der damit verbundene Verlust des chibmdrialen Membranpotenzials wurde
mittels des Fluoreszenzfarbstoffs TMRE (Tetrametiodamin-ethylester)
durchflusszytometrisch analysiert.
Aus Abbildung 4.5 geht hervor, dass in den J16-veKellen ein Verlust des
mitochondrialen Membranpotenzials nach der Inkaoatimit apoptotischen Stimuli
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(Etoposid, Staurosporin) erfolgte. Im Gegensataidénrte die Behandlung der J16-Bcl-2-
Zellen mit dem mitochondrialen Stimulus Etoposidkainem Verlust der mitochondrialen

Membranintegritat. Nach Inkubation der J16-Bcl-2l&e mit Staurosporin konnte hingegen
ein Verlust des mitochondrialen Membranpotenziasebachtet werden, allerdings deutlich
reduziert. Diese Beobachtung ist darauf zurlickzefitihdass der Verlust des mitochondrialen
Membranpotenzials vorwiegend ein Ereignis darstelielches abgekoppelt von der
Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondriuwer adurch die Aktivierung von

Caspasen vermittelt wird (Samraj et al., 2007)s8wmeint Staurosporin trotz Blockierung des
mitochondrialen Apoptose-Signalweges infolge dei-Btlberexpression in der Lage zu

sein, uber diesen Mechanismus einen Verlust deschonhdrialen Membranpotenzials herbei

zu fuhren.

Abbildung 4.5: Staurosporin fuhrt zum
Verlust des mitochondrialen Membran-
potenzials in Bcl-2tiberexprimierenden
Jurkat-Zellen

1 x 16 J16-VektorZellen (pMSCVpuro, weill
Balken) oder J16-Bcl-2-Zellen (pMSCVpuro-
hBcl-2, schwarze Balken) wurden unbehan
gelassen (Ktrl) oder mit Etoposid (Etoj
25 pg/mL) oder Staurosporin (Stauro, @J4)
fur 8h inkubiert. AnschlieBend wurden
Zellen fur 30 min mit TMRE-L&sung (0j2M in
Zellkulturmedium) gefarbt (37°C). Die Messu

erfolgte im Durchflusszytometer. Gezeigt s
’_'_- Mittelwerte und Standardabweichung \

Ktrl Etopo  Stauro Triplikaten.
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4.1.1.6 Untersuchung Apoptose-relevanter Proteine wahrend er Staurosporin-

induzierten Apoptose in Bcl-2-Uberexprimierenden Jukat-Zellen

Da die vorangegangenen Ergebnisse sowohl die liwduéer Apoptose (Abbildung 4.4A) als
auch die Aktivierung von Caspasen (Abbildung 4.40ch in Bcl-2-tberexprimierenden
Jurkat-Zellen infolge Staurosporin-Behandlung zeidennten, sollte die Rolle weiterer
Apoptose-relevanter Proteine wahrend der Staurosputuzierten Apoptose untersucht
werden. Hierfir wurde die Prozessierung der lrotiedspase-9, der Effektorcaspase-3 und
des Caspase-Substrats PARP (Poly(ADP-ribose)-pofseg mittels Western Blot analysiert.
Beide Zelllinien (J16-Vektor-Zellen, J16-Bcl-2-Zat) wurden mit Staurosporin fir die
angegebene Zeit inkubiert. Als Kontrolle wurden eimndelte und mit Etoposid behandelte

Zellen verwendet. Mit zunehmender Staurosporin@tionsdauer war in der Western Blot-
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Analyse sowohl die Zunahme der Caspase-9- als daclCaspase-3-Prozessierung in den
J16-Vektor-Zellen zu erkennen (Abbildung 4.6, B&n8, mittlerer und unterer Abschnitt).
Parallel bewirkte die Staurosporin-Inkubation eidenahme der Spaltung des Caspase-
Substrats PARP (Abbildung 4.6, Bahn 3 - 8, oberbsdhnitt). Etoposid fuhrte in diesen
Zellen ebenfalls zur Prozessierung von Caspasea8pd3e-3 und des Caspase-Substrats
PARP (Abbildung 4.6, Bahn 2). Wahrend der Stauroeg@ehandlung der Bcl-2-
Uberexprimierenden J16-Zellen Uber den gleichetraien konnte sowohl die Prozessierung
der beiden Caspasen-9 und -3 als auch des Caspbskais PARP detektiert werden
(Abbildung 4.6, Bahn 11 - 16). Diese Vorgange wiese den Bcl-2-tiberexprimierenden
Zellen einen verzogerten Verlauf auf. Die EtopdBehandlung dieser Zellen fuhrte aufgrund
der Bcl-2-Uberexpression zu keiner Prozessierumgadgegebenen Proteine (Abbildung 4.6,
Bahn 10).

Uberexprimierenden J16-Zellen Apoptose unabh&ngyn vmitochondrialen Apoptose-

Staurosporin induziert demnach in den 4ri.1.1 generierten Bcl-2-

Signalweg.
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Abbildung 4.6 (Legende s. nachste Seite)
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Abbildung 4.6: Staurosporin fuhrt zur Prozessierung von Caspase-9, Caspase-3 und des
Caspase-Substrats PARP in Bcl-2-Uberexprimierendedl6-Zellen

2 x 1¢ J16-Vektor-Zellen (pMSCVpuro) oder J16-Bcl-2-ZellépMSCVpuro-hBcl-2) wurden unbehandelt
gelassen oder mit Etoposid (25 pg/mL) fur 8 h oot Staurosporin (STS, 2,5 uM) fir die angegebenen
Zeitpunkte inkubiert. Nach Herstellung von Lysatgarden 100 pug Protein pro Bahn uber eine SDS-PAGE
(8 -15%) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proeesag von PARP, Caspase-9 und Caspase-3 wurdetemit
jeweiligen Antikdrpern im Western Blot detektielter Stern kennzeichnet unspezifische Banden. Listkdas
Molekulargewicht der detektierten Proteine in kDaegeben.

4.1.1.7 Charakterisierung des Zelltods in Bcl-2-Uberexprimerenden Jurkat-Zellen

Nachdem festgestellt werden konnte, dass es siclrale des Staurosporin-induzierten
Zelltodes um Apoptose (vgl. Abbildung 4.4) handelhrend der es zur Aktivierung von
Caspasen kommt (Abbildung 4.4C), blieb dennoch Ktiege offen, ob die Staurosporin-
induzierte Apoptose ausschlie3lich tGber Caspasemittelt wird. So ist bekannt, dass die
Staurosporin-induzierte Apoptose neben einem Casglalsdngigen Apoptose-Signalweg
auch in der Lage ist, einen Caspase-unabhangiggral®ieg zu aktivieren, wenngleich mit
einer zeitlich verzogerten Kinetik (Belmokhtar dt, 2001). Um die Rolle der Caspasen
wahrend der Staurosporin-induzierten Apoptose ziersauchen, wurden sowohl die J16-
Vektor-Zellen als auch die J16-Bcl-2-Zellen mit defgtostatikum Mitomycin C, deren
Inkubation zur Aktivierung des mitochondrialen Apoge-Signalweg fuhrt, oder dem
Proteinkinaseinhibitor Staurosporin jeweils mit uokine dem Pan-Caspaseinhibitor QVD-
OPh stimuliert. Mit Hilfe des Durchflusszytometessirden nach Ende der Inkubationszeit
die Anzahl der hypodiploiden apoptotischen Nuclealgsiert. In den J16-Vektor-Zellen
konnte sowohl nach Inkubation mit Mitomycin C alsch Staurosporin Apoptose induziert
werden (Abbildung 4.7). Bei den Bcl-2-Uberexprimigden J16-Zellen war dagegen
ausschlieBlich Staurosporin in der Lage das Selirsipnogramm zu aktivieren. Bei
Anwesenheit des Pan-Caspaseinhibitors QVD-OPh wdidein beiden Zelllinien durch
Mitomycin C- und Staurosporin-induzierte Apoptoseckiert (Abbildung 4.7).

Aus den Ergebnissen aus Abschnitt 4.1.1 wird etlgsbh dass Staurosporin auch in Bcl-2-
Uberexprimierenden J16-Zellen Apoptose induzierannk gezeigt durch die Zunahme der
hypodiploiden Kerne, erhdhter Caspaseaktivitat died Spaltung des Caspase-Substrats
PARP. Dartber hinaus unterstreicht die Inhibierbarkdurch QVD-POh, dass die
Staurosporin-induzierte Apoptose in diesem Zel®mystvon aktivierten Caspasen abhangt.
Staurosporin besitzt demnach das Potenzial traizktrung des mitochondrialen Apoptose-
Signalweges - hier infolge der Bcl-2-Uberexpresgiogl. Abbildung 4.2, 4.3, 4.4 und 4.6) -
und unabhangig vom Todesrezeptorsignalweg (Engelsal.e 2000), einen neuartigen
Apoptose-Signalweg zu aktivieren.
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=Rt BME%EH&BM Abbildung 4.7:  Staurosporin-induzierte
Apoptose ist Caspase-abhangig
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4.1.2 Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-tberexprmierenden DT40-

Zellen

4.1.2.1 Untersuchung zur Staurosporin-induzierten Apoptosen DT40-Zellen

Die Beobachtung, dass Staurosporin in Bcl-2-Ubemexerenden Jurkat-Zellen Apoptose
unabhangig vom intrinsischen Apoptose-Signalwegloges kann, sollte in weiteren
Zellsystemen verifiziert werden. Aus diesem Grualites im Folgenden Uberpruft werden, ob
die DT40-Zelllinie, die eine unreife bursale HuhBeZelllinie darstellt, fir weitere
Untersuchungen bezliglich der Staurosporin-indweerpoptose herangezogen werden
kann. Diese Zelllinie besitzt besonders fir dieteren experimentellen Applikationen den
Vorteil, dass sie durch standig ablaufende Genksiwe und einer hohen Rate homologer
Rekombination vor allem fur die Generierung vonluaten Knock-Outs geeignet ist
(Buerstedde und Takeda, 1991; Winding und Bercht®@iD1). Zunachst sollte untersucht
werden, ob Staurosporin in wild-typischen DT40-2ellApoptose induziert. Zu diesem
Zweck erfolgte die Inkubation dieser Zellen mit sariedenen Konzentrationen von
Staurosporin. Die Anzahl hypodiploider Kerne wurdach Ende der Inkubationszeit
durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei konngstdestellt werden, dass Staurosporin in
wild-typischen DT40-Zellen Apoptose initiiert (AbBBung 4.8A). Dartber hinaus sollte
untersucht werden, ob nach Staurosporin-Inkubatien wild-typischen DT40-Zellen die
Aktivierung von Caspasen beobachtet werden kann.diée zu Uberprufen, wurden wild-
typische DT40-Zellen Uber verschiedene Zeitraume Staurosporin inkubiert. In der

anschlieBenden fluorimetrischen Auswertung der DEANIC-Spaltung konnte die
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Aktivierung der Caspasen nach Staurosporin-Behagdlu festgestellt werden
(Abbildung 4.8B).
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Abbildung 4.8: Staurosporin induziert Apoptose und Caspase-Aktivierung in wild-typischen
DT40-Zellen

(A) 3 x 10" wild-typische DT40-Zellen wurden mit den angegederStaurosporin-Konzentrationen fiir 24 h
inkubiert. AnschlieRend wurden die hypodiploidenri&im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt il
Mittelwerte und Standardabweichung aus TriplikatéB) 2 x 16 wild-typische DT40-Zellen wurden mit
2,5 uM Staurosporin fur die angegebenen Zeitraummbert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdegpsate
hergestellt, die Spaltung des synthetischen Caspalsstrats DEVD-AMC im Fluorimeter analysiert unig d
Caspase-Aktivitat wie in Material und Methoden Asitt 3.2.3.13 bestimmt. Gezeigt sind die Mittelteeund
Standardabweichung aus Duplikaten.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden DT40-Zellen atstaves Zellsystem zur Untersuchung

der Staurosporin-induzierten Apoptose verwendet.

4.1.2.2 Klonierung von Huhner-Bcl-2-cDNA und retrovirale Tr ansfektion der DT40-
Zellen

Wie in Abschnitt 4.1.1 gezeigt, induziert Stauraspcauch in Bcl-2-Uberexprimierenden
Jurkat-Zellen Apoptose. Um diesen vom Mitochondriunabhangigen Apoptose-Signalweg
im DT40-Zellsystem weiter untersuchen zu kdénnenrdeueine Bcl-2-Uberexprimierende
DT40-Zelllinie generiert. Die Amplifikation der Hiiller-Bcl-2-cDNA erfolgte auf der
Datenb@\bbildung 4.9A)
(Zugangsnummer NP_990670.1). Mit Hilfe einer PCRc&NA aus DT40-Zellen wurde mit

den Oligonucleotiden chBcl-2_for und chBcl-2_ree dcl-2-cDNA amplifiziert und Uber

Grundlage der Sequenz aus einer genomischen

EcoRlI in den retroviralen Expressionsvektor pMSCipiloniert. Nach der retroviralen
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Transfektion von wild-typischen DT40-Zellen entweaat dem Leervektor (DT40-Vektor-
Zellen) oder mit der Huhner-Bcl-2-cDNA (DT40-BclZellen) konnte die Uberexpression
von Bcl-2 in einer Western Blot-Analyse nachgewreseerden (Abbildung 4.9B, unterer
Abschnitt).

f%_ 10 20 30 40 50
MAHAGRTGYD NREIVMKYIH YKLSQRGYEW DAGDVGAAPP GAAPAPGIFS

60 70 80 90 100
SQPGHTPHPA ASRDPVARTS PLQTPAAPGA AAGPALSPVP PVVHLTLRQA

110 120 130 140 150
GDDFSRRYRR DFAEMSSQLH LTPFTARGRF ATVVEELFRD GVNWGRIVAF

160 170 180 190 200
FEFGGVMCVE SVNREMSPLV DNIALWMTEY LNRHLHTWIQ DNGGWDAFVE

210 220 230 239
LYGPSMRPLF DFSWLSLKTL LSLALVGACI TLGAYLGHK

B DT40 Abbildung 4.9: Klonierung der Huhner-
R S Bcl-2-cDNA und retrovirale Transfektion
QQ& AAQ\}\"], (A) Die Aminosauresequenz des Huhner-Bcl-
CDQ CDC» o (Zugangsnummer NP_990670.1). Die Amino-
Q@v <§\ &\9? sduren sind im EiBuchstabencode dargeste
)

(B) Bcl-2-Expression in DT4@ellen, die
130 entweder mit dem Leervektor (pMSCVpu
Plo0— [— e | — Vinculi Bahn 1) oder mit Hihner- Bcl-@BNA
Vipeuig (PMSCVpuro-chBcl2, Bahn 2) retrovire
transfiziert wurden. Nach Herstellung der Lys
wurden fur die elektrophoretische Auftrennt
Uber eine SDS-PAGE (12%) @ Protein prc
Bahn aufgetragen. Die Expression des Hihner-

P26 — - — Bcl-2 Bcl-2 wurde im Western Blot mit anti-Bcl-2-
Antikdérpern nachgewiesen. Als Ladekontrc
wurde die Membran zusatzlich mit anti-
a-Bel-2—— Vinculin-Antikbrpern — analysiert  (Abbildun
1 2 4.9B, oberer Abschnitt). Links in der Abbildu
ist die molekulare Masse der detektiet
Proteine gezeigt.

o.-Vinculin

4.1.2.3 Freisetzung von Cytochrom c in Bcl-2-Uberexprimieraden DT40-Zellen

In Abschnitt 4.1.1.2 wurde erwéhnt, dass eine Ulmession des anti-apoptotischen Proteins
Bcl-2 zu einer Blockierung der Freisetzung von Citom ¢ aus den Mitochondrien fuhrt.
Dies ist gleichbedeutend mit der Blockierung desoafiondrialen Apoptose-Signalweges.
Um zu uberprifen, ob die Uberexpression in den id.2&2 generierten Bcl-2-
Uberexprimierenden DT40-Zellen die Freisetzung €gtochrom ¢ aus dem Mitochondrium
verhindert, wurden die DT40-Vektor-Zellen und dieT4D-Bcl-2-Zellen entweder

unbehandelt belassen oder mit dem Chemotherapeutiitoposid als Positivkontrolle bzw.
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Staurosporin inkubiert. In Abbildung 4.10 kann ggzeverden, dass in DT40-Zellen, die mit
dem Leervektor transfiziert worden waren, sowolel ltikubation mit Etoposid als auch mit
Staurosporin eine Freisetzung von Cytochrom c itesbl zur Folge hatte (Abbildung 4.10,
Bahn 2 und 3, unterer Abschnitt). In den Bcl-2-éx@rimierenden DT40-Zellen hingegen
war ausschlie3lich Etoposid in der Lage, fur eimeidétzung von Cytochrom ¢ zu sorgen
(Abbildung 4.10, Bahn 5, unterer Abschnitt), wagsizlgefihrt werden konnte auf eine
Etoposid-vermittelte Aktivierung eines Caspase-ifrittelten Apoptose-Signalweges
unabhangig von den Mitochondrien in DT40-Zellen i(léb et al., 2004). Da jedoch die
Staurosporin-vermittelte Cytochrom c-Freisetzungden Bcl-2-Uberexprimierenden DT40-
Zellen blockiert war (Abbildung 4.10. Bahn 6, umterAbschnitt), sollte im Folgenden in
dieser Zelllinie die Staurosporin-induzierte Apg#o analog zu den Bcl-2-

Uberexprimierenden Jurkat-Zellen mit verschiedeviethoden untersucht werden.

DT40
pMSCVpuro pMSCVpuro-chBcl-2

o
\0‘5\. Q}Q‘Q cf}cv X
F ¥

Q
¢ &
M

%

pl30 — | w—— w—— o Wy W | — Vinculin

a-Vinculin

pl5— —— — — Cytochrom ¢

a-Cytochrom c
1 2 3 4 5 6

Abbildung 4.10: Staurosporin fuhrt in Bcl-2-Uberexprimierenden DT40-Zellen nicht zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium

1,2 x 10 DT40-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, Bahn 1 -3) oder 4&0FBcl-2-Zellen (pMSCVpuro-chBcl-2,
Bahn 4 - 6) wurden unbehandelt (unbeh., Bahn 1 4)ndelassen oder mit Etoposid (25 pg/mL, 2 h, Bahn
und 5) oder Staurosporin (2,5 uM, 8 h, Bahn 3 unihl@ubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden dadlen
mit Digitonin-haltigem (Digitonin 0,2 mg/mL Pufferlysis-Puffer lysiert und anschlie@end durch zwei
aufeinander folgende Zentrifugationsschritte dietdelhondrien vom Zytosol getrennt. 100 pg zytosbksc
Fraktion wurden in einer SDS-PAGE (8 - 15%) eleitroretisch aufgetrennt. Die Detektion der Cytochiom
Freisetzung in das Zytosol wurde mit anti-Cytochraaf\ntikdrpern durchgefiihrt. Die Membran wurde
zusatzlich mit anti-Vinculin-Antikorpern als Ladekoolle inkubiert (oberer Abschnitt).
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4.1.2.4 Untersuchung zur Zellviabilitat in Bcl-2-tberexprimierenden DT40-Zellen nach
Inkubation mit apoptotischen Stimuli

Nachdem durch die vorangegangene Untersuchungggezerden konnte, dass Etoposid-,
aber nicht Staurosporin-Inkubation, zur Freisetzuagn Cytochrom c¢ in Bcl-2-
Uberexprimierenden DT40-Zellen fuhrt, sollte daribéinaus der Einfluss des
mitochondrialen Apoptose-Stimulus Etoposid und Kewseinhibitors Staurosporin auf die
Zellviabilitat mittels MTT-Viabilitatstest (vgl. 4.1.3) tberprift werden. Hierfir wurden die
DT40-Vektor-Zellen und die DT40-Bcl-2-Zellen mit dftosid oder Staurosporin fur 24 h
inkubiert. Nach der Inkubationszeit konnte sowoiat Etoposid-Behandlung als auch nach
Staurosporin-Behandlung in beiden Zelllinien einenAhme der Zellviabilitat beobachtet
werden (Abbildung 4.11A und B). Die Bcl-2-Uberexgsmn sorgte im Falle des Etoposid-
induzierten Zelltodes fir keinen Schutz vor der i¥iktung des Zelltodprogramms.
Demgegeniiber stellte die Bcl-2-Uberexpression nimere partiellen Schutz vor dem
Staurosporin-induzierten Zelltod dar (Abbildung¥Alund B), obwohl im Gegensatz zu

Etoposid die Freisetzung von Cytochrom ¢ komplkettkiert war (vgl. 4.1.2.3).

—o— DT40 pMSCVpuro

A —=— DT40 pMSCVpuro-chBcl-2 B
|
100{ mZ™ D\ 100{ m
) o~ .
—] | n
S 80- \ \ 80- N
=
22 & \ = 60
S 2 LY ' .
> S 40 O\ 40- g
: \EI o A
=2 Ve
= 20- \D\ 204 o
AN | D“‘-D—-D
= 0
0 078 3125 12,5 0 008 031 1,5
Etoposid [pug/ml] Staurosporin [puM]

Abbildung 4.11: Staurosporin beeintréachtig die Zeliabilitat von Bcl-2-Uberexprimierenden
DT40-Zellen

(A) und (B) 1x16 DT40-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, weiRe Kastchen) o0d®T40-Bcl-2-Zellen
(pPMSCVpuro-chBcl-2, schwarze Kastchen) wurden nhitpgsid (A) oder Staurosporin (B) in den angegebene
Konzentrationen fir 24 h behandelt. Nach Zugabe ¥©@muL MTT (5 mg/mL) Inkubation von 5 Stunden
erfolgte eine weitere Zugabe von 100 pL SDS-Los(t@fo0). Nach weiteren 12 h wurde die Messung der
Absorption (550 nm/690 nm) als Mal3 der Redoxakitvilurchgefiihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte von
Triplikaten.
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4.1.2.5 Untersuchung zur Apoptose-Induktion in Bcl-2-tberexyrimierenden DT40-
Zellen

Nachdem in 4.1.2.4 eine Abnahme der Zellviabilitdth der Inkubation mit verschiedenen
apoptotischen Stimuli in beiden Zelllinien festgdistwerden konnte (vgl. Abbildung 4.11),
sollte in einem weiteren Schritt Uberprift werdeln,es sich bei dem beobachteten Zelltod um
Apoptose handelt. Zu diesem Zweck wurde nach Ammetoduktion in den DT40-Vektor-
Zellen und den DT40-Bcl-2-Zellen die Anzahl hypddider Kerne untersucht. Beide
Zelllinien wurden entweder mit dem Apoptose-indueielen Antikdrper gegen den B-Zell-
Antigen-Rezeptor (M4) als Positivkontrolle oder mé&m Proteinkinaseinhibitor Staurosporin
fur 24 h behandelt und die hypodiploiden Kerne hhsBend im Durchflusszytometer
analysiert. Daraus wurde ersichtlich, dass sowolll & auch Staurosporin in den DT40-
Vektor-Zellen Apoptose induzieren (Abbildung 4.1®¥yohingegen die DT40-Bcl-2-Zellen
ausschlieRlich nach Inkubation mit Staurosporineefunahme der hypodiploiden Nuclei
aufwiesen (Abbildung 4.12).

E Bﬁgpmgggpum " Abbildung 4.12:  Staurosporin induziert

- p HERO-EEDER Apoptose in Bcl-2iiberexprimierenden
DT40-Zellen

3x 10" DT40-VektorZellen (pMSCVpuro

60- weile Balken) und DT40-Bcl-Zellen

(PMSCVpuro-chBcl2) wurden unbehande
(Ktrl) gelassen oder mit dem anti-B-Zell-
Antigen-RezeptoAntikdrper M4 (M4,
10 pg/mL) oder Staurosporin (Stauro, R/d)
behandelt. Nach 24 wurde die Zunahme d
hypodiploiden Kerne im Duhflusszytomete
20 analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte
Standardabweichungen von Triplika
ol ]

Kltrl M4 Stauro

40+

hypodiploide Nuclei [%o]

Diese Ergebnisse zeigen, dass Staurosporin inalgr Ist, auch in Bcl-2-tberexprimierenden
DT40-Zellen Apoptose zu induzieren und diese saimt geeignetes Modell zur weiteren

Untersuchung des alternativen, Staurosporin-indigrieApoptose-Signalweges darstellen.

4.1.2.6 Charakterisierung des Zelltods in Bcl-2-Uberexprimerenden DT40-Zellen

Nach der Untersuchung der Veranderung der ZellMiabund der Apoptose-Induktion nach
der Inkubation mit apoptotischen Stimuli sollte kolgenden die Frage beantwortet werden,

ob die in den Bcl-2-Uberexprimierenden DT40-Zellmeobachtete Apoptose ausschliel3lich
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Caspase-abhangig ist. Dies wurde analog zu der2-Bblerexprimierenden Jurkat-Zellen
mittels Untersuchung der Anzahl hypodiploider Kerneach Apoptose-Induktion
durchgefuhrt (vgl. 4.1.1.7). Zunéchst wurden die4dDVektor-Zellen und die DT40-Bcl-2-
Zellen entweder mit dem Pan-Caspaseinhibitor QVIvQW®itomycin C, Staurosporin oder
mit der Kombination aus Mitomycin C und QVD-OPh bZtaurosporin und QVD-OPh fir
24 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden dibypodiploiden Nuclei
durchflusszytometrisch analysiert. Im Falle der QBEhandlung konnte in den
Vektorkontrollzellen und in den DT40-Bcl-2-Zellerike Apoptose-Induktion nachgewiesen
werden (Abbildung 4.13). Allerdings induzierte sdwdie Inkubation mit Mitomycin C als
auch die Inkubation mit Staurosporin in beiden |#@én Apoptose (Abbildung 4.13). In
Anwesenheit des Pan-Caspaseinhibitors QVD-OPh imldoation mit Mitomycin oder
Staurosporin konnte keine Zunahme der hypodiplokieme beobachtet werden (Abbildung
4.13).

C_1 DT40 pMSCVpuro Abbildung 4.13: Staurosporininduzierte
T 2 0 pNISCVipuro+ CHECT2 Apoptose in Bcl-2iiberexprimierenden
DT40-Zellen ist Caspase-abhangig

3x10 mit dem Leevektor (pMSCVpuro
weilBe Balken) oder mit der Huhner-Bcl-2-
cDNA (pMSCVpuro-chBcl2, schwarze Balker
transfizierten DT4®ellen wurden mit der
Pan-Caspaseinhibitor QVDPh (QVD,
10 pM), mit Mitomycin C (Mito, 25.g/mL),
Staurosporin  (STS, 2,5uM) oder mider
Kombination aus QVD und Mitomyci
(Mito + QVD) oder QVD und Staurospor
(STS +QVD) inkubiert. Am Ende de
Inkubationszeit (24n) erfolgte die Analyse dt
Anzahl hypodiploider Kerne ir

N
i

hypodiploide Nuclei [%o]
[ =
? =

=

\&\ 49 &e .{9 Q?QQQ'Q Durchflusszytometer.  Gezeigt sind
< Q ) X %x Mittelwerte und Standardabiedungen au
&e %& Triplikaten.

Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass die Staurwspwluzierte Apoptose in Bcl-2-
Uberexprimierenden DT40-Zellen von der Aktivierwran Caspasen abhéngt, wie auch schon
in  Bcl-2-Uberexprimierenden  Jurkat-Zellen gezeigvgl(4.1.1.7). So kann man
zusammenfassen, dass Staurosporin neben der Autigiedes mitochondrialen Apoptose-
Signalweges sowohl in Bcl-2-Uberexprimierenden durkals auch in DT40-Zellen einen

alternativen, vom Mitochondrium unabhangigen Apspt&ignalweg induzieren kann.
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4.1.3 Staurosporin-induzierte Apoptose inapaf-1-defizienten DT40-Zellen

4.1.3.1 Generierung einerapaf-1-defizienten Zelllinie

Zur weiteren Untersuchung der Staurosporin-indtereApoptose in DT40-Zellen wurde im
nachsten Schritt eingpaf-l-defiziente Zelllinie generiert. In DT40-Zellen & sich durch
die standig ablaufende Genkonversion und die hohte Riomologer Rekombinationen
(Buerstedde und Takeda, 1991) leicht Knock-Outefellgenerieren. Wéahrend des
mitochondrialen Apoptose-Signalweges spielt Apafisl Adapterprotein fur die Bildung des
Apoptosoms eine zentrale Rolle. Aufgrund der Bebhatg, dass Staurosporin-induzierte
Apoptose im DT40-Zellsystem unabhangig vom Mitodmum erfolgen kann (vgl.
Abschnitt 4.1.2), soll durch eirgpaf-l-defiziente DT40-Zelllinie der mogliche Einflussrvo
Apaf-1 innerhalb dieses Staurosporin-induziertegn8&iweges untersucht werden. Mit Hilfe
der bekannten murineapaf-1:Sequenz wurde innerhalb des Hihner-Genoms eiastxbl
Suche in der Ensembl-Datenbank durchgefihrt (hitpaw.ensembl.org). Anhand dieser
Suche konnte deapaf-:Lokus im Huhner-Genom auf Chromosom 1 ausgemaehntemn.
Die Zugangsnummer des Huhragaf-1-Lokus ist ENSGALG00000011531. Der genomische
Huhnerapaf-1-Lokus umfasst 26 Exons. Mittels PCR wurden ein®@Bbp grofRes Fragment
mit den Oligonucleotiden Apaf-1_LA forl und ApaftlA revl und ein 3696 bp groRRes
Fragment mit den Oligonucleotiden Apaf-1_RA fordukpaf-1_RA revl amplifiziert. Die
Klonierung in den Vektor pBluescript Il SK(-) (pB8jfolgte im Falle des 3559 bp-Fragment
Uber EcoRI und im Falle des 3696 bp-Fragment Ul kigation glatter Enden. Diese
entstanden durch den Verdau des Vektors pBS-chAfaf-mit Notl bzw. durch den Verdau
des Klonierungsvektors mit dem 3696 bp grol3en Fesymmit EcoRIl und jeweils
anschlieBender Klenow-Behandlung. Die targetingt¥ien pBS-chApaf-1-LA/RA-His und
pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr wurden durch Ligation einddistidinol- bzw Blasticidin-
Resistenzkassette Uber die Schnittstelle BamHI B8-phApaf-1-LA/RA kloniert. Fir die
Inaktivierung einesapaf-1Allels wurden wild-typische DT40-Zellen mit demrgating-
Konstrukt pBS-chApaf-1-LA/RA-His transfiziert. Dieomologe Rekombination wurde mit
Hilfe einer PCR nachgewiesen. Hierbei konnten zheterozygote Knock-Out-Zelllinien
(Abbildung 4.14B: A2, A6) identifiziert werden. Dieaktivierung des zweiteapaf-1-Allels
erfolgte durch die Transfektion des targeting-Kamds pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr. Es
konnten funf homozygote Knock-Outs (Abbildung 4.1482-4, A2-6, A6-2, A6-13, A6-19)
detektiert werden. Dieses Ergebnis sollte in eim&mhsten Schritt auf Transkriptionsebene
per RT-PCR Uberpruft werden. Abbildung 4.14C zedsgiss in den wild-typischen DT40-

Zellen sowie in den beiden heterozygoten Knock-Klotien Apaf-1-mRNA nachgewiesen
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werden konnte. Im Falle der homozygoten Knock-G\#s4, A2-6, A6-2, A6-13 und A6-19
konnte kein Produkt detektiert werden. Die Genarigrder homozygoteapaf-1:Knock-
Outs A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und A6-19 wurden dagiihinaus per Western Blot bestétigt
(Abbildung 4.14D). Mit denapaf-ldefizienten-Zellinien A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und
A6-19 sollte nun im Folgenden die Rolle von Apaifl der Staurosporin-induzierten

Apoptose in DT40-Zellen geklart werden.

A

~rechter Arm

3696 bp

chApaf-1

chGAPDH

D DT40

—GAPDH

o-GAPDH
1 2 3 4 3 6 ) 8

Abbildung 4.14 (Legende s. nachste Seite)
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Abbildung 4.14: Generierung einerapaf-1-defizienten DT40-Zelllinie

(A) Schematische Darstellung des Hihapef-1:Lokus und der verwendeten Klonierungsstrategiee Di
targeting-Vektoren pBS-chApaf-1-LA/RA-His und pBS8Apaf-1-LA/RA-Bsr wurden generiert durch die
Ligation einer Histidinol- oder Blasticidin-Resistgkassette Uber die Restriktionsendonuclease Bailel.
Resistenzkassetten sind umgeben von einem 355%agorEnt auf der 5'Seite (linker Arm) und von einem
3696 bp-Fragment auf der 3'Seite (rechter Arm). Dienskriptionsrichtung der Resistenzkassetten ist
entgegengesetzt zu der vapaf-1 Die Restriktionsendonucleasen zur KlonierungFagmente in den Vektor
sind oberhalb des Gens angegeben. Blaue Kasteroligiaken die 26 Exons des Hihner-Apaf-1. (B) Hoogel
Rekombination von pBS-chApaf-1-LA/RA-His und pBSAgaf-1-LA/RA-Bsr im apaf-1:Lokus. Die
Generierung deapaf-1"" Klone A2 und A6 (Bahn 2 und 3) und dmpaf-1" Klone A2-4, A2-6, A6-2, A6-13
und A6-19 (Bahn 4 -8) wurden mittels PCR verifizieFir das wild-typischeapaf-1Allel wurden die
Oligonucelotide Apaflscreen for2 und Apaf-1_LA revérwendet. Histidinol- und Blasticidin-getargetete
Allele wurden mittels den Oligonucleotiden Apaflesn for2 und HisD_revll bzw. Bsr_rev nachgewiesen.
Genomische DNA aus wild-typischen DT40-Zellen wuede Kontrolle eingesetzt (Bahn 1). (C) Uberprifung
der Expression von Apaf-1 mittels RT-PCR. Zur Arfipierung der cDNA wurden die Oligonucleotide chApa

1 for3 und chApaf-1_rev3 verwendet (oberer Absthnitls Kontrolle wurde darlber hinaus Hiuhrgapdh
cDNA (unterer Abschnitt) amplifiziert. (D) Aus 120° Zellen wurden zelluldre Lysate hergestellt und RGO
Protein tUber eine SDS-PAGE (10%) elektrophoretsgfyetrennt. AnschlieRend wurde per Western Bldt mi
anti-Huhner-Apaf-1-Antikdrpern die Expression desihHer-Apaf-1 nachgewiesen (oberer Abschnitt). Als
Ladekontrolle wurde die Membran zusatzlich mit afihner-GAPDH-Antikbrper inkubiert (unterer
Abschnitt). Der Stern kennzeichnet eine unspetiisBande. Links in der Abbildung ist die molekuldasse
der untersuchten Proteine in kDa gezeigt.

4.1.3.2 Untersuchung zur Staurosporin-induzierten Apoptosen apaf-1l-defizienten
DT40-Zellen

Die in 4.1.3.1 generiertempaf-1defizienten Zelllinien A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 urki6-19
sollten zur Klarung der Frage beitragen, ob daspéatarotein Apaf-1 notwendig fur die
Staurosporin-induzierte Apoptose ist. Aus diesemn@rwurden neben den homozygoten
Knock-Outs auch die heterozygoten Knock-Outs unldi-typischen DT40-Zellen mit M4
und Staurosporin inkubiert. Nach 24 h wurde die &mnz hypodiploider Kerne im
Durchflusszytometer analysiert.

[ Ktrl Abbildung 4.15. Staurosporin induziert

N M4 . -
TS Apoptose inapaf-17- DT40-Zellen

3 x 10" Zellen der wild-typischen, deapaf-1*"
und der apaf-1” DT40-Zellen wurder
unbehandelt gelassen (Ktrl, wei3e Balkedgr
mit dem anti-BCRAntikérper M4 (M4,
10 ug/mL, schwarze Balken) oder Staurospi
(STS, 2,5uM, gestreifte Balken) inkubier
Nach 24h wurden die Anzahl hypodiploid
Kerne mittels Durchflusszytometer analysi
Gezeigt sind die Mittelwerte ur
Standardabweichungen von Triplikaten.
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Hierbei konnte Apoptose-Induktion in allen Zellkem unabhangig der Apaf-1-Expression
beobachtet werden. Nach Stimulation mit Stauroggam es in allen verwendeten Zelllinien
zu einer Zunahme der hypodiploiden Kerne, wenngléic Falle der homozygoten Knock-
Outs in reduziertem MalR3e (Abbildung 4.15).

Da durch Staurosporin auch in den homozygoten KitaukZellen Apoptose induziert

werden konnte, scheint Apaf-1 keine zentrale Riollder Staurosporin-induzierten Apoptose
in DT40-Zellen einzunehmen. Dies spricht daflr,sdder durch Staurosporin induzierte
alternative Apoptose-Signalweg nicht nur unabhangg Mitochondrium, sondern auch
unabhangig vom Apoptosom, fur dessen Bildung daapfetprotein Apaf-1 essentiell ist,

aktiviert wird.

4.1.3.3 Apoptosom-Bildung in Bcl-2-tiberexprimierenden Jurka-Zellen wahrend der

Staurosporin-induzierten Apoptose

Nachdem im DT40-Zellsystem dem Adapterprotein Apaft der Staurosporin-induzierten
Apoptose keine zentrale Rolle zuzukommen scheigl. (Abschnitt 4.1.3.2), wurde im
Folgenden untersucht, ob Apaf-1 im Jurkat-Zellsysteahrend der Staurosporin-induzierten
Apoptose eine zentrale Rolle einnimmt. Da Caspasei®rend der Apoptosom-Bildung Uber
seine N-terminale CARD-Doméane an die CARD-Domane ¥paf-1 und damit an das
Apoptosom rekrutiert wird, sollte Gberpruft werdesh die Apoptosom-Bildung in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen durch eine Co-Imaufreinigung von Apaf-1 in einer
Caspase-9-Immunoprazipitation (IP) nachgewiesendeverkann. Um ausschlie3lich die
Staurosporin-induzierte Apoptose ohne Aktivierunges d mitochondrialen Apoptose-
Signalweges untersuchen zu kdnnen, wurden hieréli2Biberexprimierende Jurkat-Zellen
Uber verschiedene Zeitrdume mit Staurosporin bedandls Positivkontrolle wurde das
Apoptosom durch Zugabe von dATP und Cytochrom cumbehandeltem Lysah vitro
induziert. AnschlieBend wurden die gewonnenen leysait anti-Caspase-9-Antikorpern-
gekoppelten Agarose-Beads inkubiert und prazipéi@roteine per Western Blot analysiert.
Nach Zugabe von dATP und Cytochrom c in das unksitenLysat konnte im Western Blot
die Prozessierung der Caspase-9 beobachtet werAddildung 4.16, linker und rechter
Abschnitt, Bahn 2 und 11). Gleichzeitig war eine Adreinigung von Apaf-1 zu beobachten
(Abbildung 4.16, rechter Abschnitt, Bahn 11). Imgéesatz dazu konnte nach der Inkubation
der Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen mit $aporin sowohl unprozessierte als auch
prozessierte Caspase-9 detektiert, aber zu keinatpuakt Apaf-1 co-aufgereinigt werden
(Abbildung 4.16, rechter Abschnitt, Bahn 12 - 1&)ies lasst darauf schlieBen, dass
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Staurosporin in der Lage ist, in Bcl-2-Uberexprirareen Jurkat-Zellen unabhangig von der
Bildung des Apoptosoms Apoptose zu induzieren.

Input IP:a-Caspase-9
STS[h] - - 1 2 3 4568 - - 123456 8
Cytochrom ¢ T R R e
* .
PL30 — | o - ——— - |’.'.".-H|—Apaf-i
a-Apat-1
Caspase-9
pol= - ' '

a-Caspase-9

1 2 3 45 67289 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Abbildung 4.16: Staurosporin-induzierte Apoptose inBcl-2-lberexprimierenden Jurkat-Zellen
erfolgt unabhéngig von der Apoptosom-Bildung

5,5 x 10 Bcl-2-iiberexprimierende Jurkat-Zellen wurden umiretelt (Bahn 1 und 10) gelassen oder fiir die
angegebenen ZeitrAume mit Staurosporin (STS, 2,5Ba%n 3 - 9 und 12 - 18) inkubiert. Als Positivkatie

fur die Apoptosom-Bildung diente unbehandeltes Lygsa dem Cytochrom c (8,6 uM) und dATP (2,4 mM)
(Cytc/dATP) gegeben wurde (Bahn 2 und 11). Vorldenunaufreinigung (IP, Bahn 10 - 18) wurde ein Tk
Lysats abgenommen und Uber eine SDS-PAGE (12%gaafynt (Input, Bahn 1 - 9). Die verbleibenden ltgsa
wurden fir die IP mit anti-Caspase-9-Antikdrperngeisetzt. Die gebundenen Proteine wurden anschltiel3e
Uber eine SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrendtiomWestern Blot mit anti-Apaf-1-Antikérpern undta
Caspase-9-Antikérpern detektiert. Der Stern kerofredt eine unspezifische Bande. Die molekulare Mass
kDa der detektierten Proteine ist links in der Athbing aufgefiihrt.

Zur Uberprifung dieses Ergebnisses wurde im Folgemine Gelfiltration durchgefuhrt. Fir
diese Fragestellung wurden wiederum Bcl-2-Uberexierende Jurkat-Zellen entweder
unbehandelt gelassen oder fur 1,5 h mit Staurasdoehandelt. Nach der Inkubationszeit
wurden S100-Uberstande hergestellt und die aushamigelten Zellen gewonnenen S100-
Uberstande mit oder ohne Cytochrom ¢ und dATP imeaibAnschlieRend erfolgte die
Auftrennung der zellularen Proteine und Proteinklaxg nach ihrem Molekulargewicht Gber
eine Superose '8 HR 10/30-Saule (Amersham Bioscience). In einemaufafolgenden
Western Blot wurde die Anwesenheit von Apaf-1 uradgase-9 in den jeweiligen Fraktionen
Uberprift. Im Falle der unbehandelten Kontrolllgsatvurde Apaf-1 bei einem
Molekulargewicht von ungefahr 300 - 450 kDa eluigkbbildung 4.17, oberer Abschnitt,
Bahn 5 - 7), jedoch lag hier keine Interaktion @dspase-9 vor. In den Fraktionen 11 - 14

erfolgte die Elution sowohl der unprozessierten aigh der prozessierten Caspase-9
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(Abbildung 4.17, oberer Abschnitt, Bahn 7 bis 1@gs sich durch die autoproteolytische
Aktivierung der Caspase-9 auf der Saule aufgrund memlichen N&he (induzierte
Proximitat) erklaren lieRe. Die Zugabe von Cytochro und dATP zu den S100-Extrakten
unbehandelter Bcl-2-Gberexprimierender Jurkat-Zelf@hrte zur Oligomerisierung von
Apaf-1 und damit zur Bildung des Apoptosoms (Abbrd 4.17, mittlerer Abschnitt, Bahn 3
und 4). In diesem hochmolekularen Komplex konntelloer hinaus die p35-Form der
prozessierten Caspase-9 detektiert werden, didndgpaltung der unprozessierten Caspase-9
am Asp315 durch die Aktivierung der Caspase-9 inogipsom entsteht (Abbildung 4.17,
mittlerer Abschnitt, Bahn 4 und 5). Sowohl die @33m, die aus der Spaltung der Caspase-9
durch die Effektorcaspase-3 am Asp330 resultidgt,aaich die p35-Form der Caspase-9
wurde in den Fraktionen 12 - 14 eluiert (Abbilduhg7, mittlerer Abschnitt, Bahn 9 - 11).
Nach Staurosporin-Behandlung der Bcl-2-Uberexpriemden Jurkat-Zellen konnte nach der
Auftrennung durch die Gelfiltration keine Oligonserung von Apaf-1 beobachtet werden.
Vielmehr wurde Apaf-1 bei einem Molekulargewichtniv@00 - 450 kDa (Bahn 6 und 7)
eluiert wie es bereits bei den Kontrolllysaten leettiet werden konnte. Parallel dazu erfolgte
auch die Elution der unprozessierten Form aber alexh p37- und der p35-Form der
Caspase-9 in den Fraktionen 11 - 14 (Abbildung Aubferer Teil, Bahn 8 - 11), was einem
Molekulargewicht von 50 kDa entspricht.
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Abbildung 4.17 (Legende s. nachste Seite)
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Abbildung 4.17: Staurosporin-induzierte Apoptose finrt nicht zur Apoptosom-Bildung in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

Herstellung der S100-Extrakte von unbehandeltennfidie) oder mit Staurosporin-behandelten Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen (STS). Als Pokitintrolle fur die Apoptosom-Bildung erfolgte die gabe
von 8,6 UM Cytochrom ¢ und 2,4 mM ATP (37 °C, 30)2u S100-Extrakt von ebenfalls unbehandeltenBcl-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen (Cytc/dATP). Jeng der S100-Extrakte wurden mittels einer Gréfen-
Ausschluss-Chromatographie iiber eine SuperB$¢i& 10/30-Saule fraktioniert wie in Material und teden
Abschnitt 3.2.3.8 beschrieben. Fraktionen mit 500olumen wurden gesammelt und anschlielend 100 pL
jeder Fraktion elektrophoretisch tber eine SDS-PABE15%) aufgetrennt. Die Elution der Proteineraen

im Western Blot mit anti-Apaf-1-Antikérpern und aftaspase-9-Antikbrpern nachgewiesen. Die Pfeilseve
auf die Fraktion unter Angabe des zugeordneten Klitdegewichts hin. Links sind die Molekulargewicluer
detektierten Proteine in kDa angegeben.

Neben der Analyse der Gelfiltration per WesterntBlarde die Caspase-3-Aktivierung in
den einzelnen Fraktionen mit einem fluorimetrischi@st die Spaltung des DEVD-AMC
untersucht. In Anwesenheit von Cytochrom ¢ und dADRnte in den Fraktionen 7 und 8
und 10 bis 17 eine deutliche Zunahme der Caspaddiditat beobachtet werden
(Abbildung 4.18A). Diese Aktivitat kann vermutlicauf die Aktivitat der prozessierten
Caspase-9 aus den Fraktion 7 und 8 sowie 12 bmdkckgefuhrt werden (Abbildung 4.17),
da die aktivierte Caspase-9 zu einer darauf folgen&paltung und Aktivierung der
Caspase-3 fuhrt, was somit eine verstarkte Spalfesgsubstrats DEVD-AMC zur Folge hat.
Im Falle der Kontrolle und der mit Staurosporin-betielten Bcl-2-Uberexprimierenden
Jurkat-Zellen konnte eine Zunahme der Caspase-Bifsitt in den Fraktionen 6 und 7
(Abbildung 4.18A und B) festgestellt werden. Diésdt sich aber nicht auf die Aktivierung
durch einen hochmolekularen Komplex erklaren (Vgbbildung 4.17), sondern vielmehr
durch die mdgliche Aktivierung der Caspase bei sgiofRer rdumlicher Nahe. Dennoch
konnte man auch in der Fraktion 10 aus den Extakler mit Staurosporin-behandelten
Zellen eine Zunahme der Caspase-3-Aktivitat erken(&bbildung 4.18B), was ebenfalls
dem Ergebnis des Western Blots entspricht (Abbdddid7, unterer Abschnitt, Bahn 8 - 11).
Mit diesen verschiedenen Methoden konnte demnadigdstellt werden, dass die
Staurosporin-induzierte Apoptose nicht Uber dashhmekulare Apoptosom aktiviert wird.
Dartber hinaus erfolgt die Apotosom-unabhangigevidtung von Caspase-9 offensichtlich

unabhangig von der Bildung eines hochmolekularemplexes.
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4.1.4 Staurosporin-induzierte Apoptose incaspase-Qlefizienten DT40-Zellen

4.1.4.1 Generierung einer @spase-Aefizienten DT40-Zelllinie

Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen wurde deutess die Staurosporin-induzierte
Apoptose sowohl unabhangig vom Mitochondrium alshaunabhangig vom Apoptosom
ablauft. So stellte sich im Folgenden die Frage,d@b Initiatorcaspase-9 innerhalb dieses
alternativen Apoptose-Signalweges eine zentraldeReinnimmt. Fur die Beantwortung
dieser Frage wurdecaspase-9lefiziente DT40-Zellen generiert. Zunachst wurd Hdilfe
der bekannten murinesaspase-Bequenz innerhalb des Hihner-Genoms eine tblastkes
in der Ensembl-Datenbank durchgefuhrt (http:\\wwweambl.org). Hierdurch konnte der
caspase-9.okus im Huhner-Genom auf Chromosom 21 identifizieverden. Die
Zugangsnummer des Huhnemaspase-9.okus ist ENSGALGO00000001366. Mit den
Oligonucleotiden Casp9 for2Spel und Casp9 rev2Naitde mittels PCR ein 6477 bp
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groRes Fragment amplifiziert. Uber die Restrikt@rdonucleasen Spel und Notl erfolgte die
Klonierung dieses Fragments in den Vektor pBlugsdtiSK(-) (pBS), bei dem zuvor durch
Spaltung, Klenow-Behandlung und Religation die HeSBhnittstelle entfernt wurde. Die
targeting-Vektoren pBS-chCaspase-9-His und pBS-sp&se-9-Bsr entstanden durch die
Klonierung der Histidinol- bzw. Blasticidin- Resesizkassette durch die Ligation glatter
Enden. Diese entstanden zum einen durch den Vevoau pBS-chCaspase-9 mit der
Restriktionsendonuclease EcoRI und anschlieRendeno-Behandlung. Zum anderen
entstanden die glatten Enden durch den Verdau destididol- bzw. Blasticidin-
Resistenzkassetten mit der Restriktionsendonucl8aseH! und anschliel3ender Klenow-
Behandlung (Abbildung 4.19A). Fur die Inaktivierunigs einencaspase-Allels wurden
wild-typische DT40-Zellen mit dem targeting-VekipBS-chCaspase-9-His transfiziert. Die
Uberprifung der homologen Rekombination erfolgtettets PCR. Hierbei konnte ein
heterozygoter Knock-Out (Abbildung 4.19B: C32, Bal2) identifiziert werden. Die
Inaktivierung des zweitercaspase-QAllels erfolgte durch die Transfektion des targgti
Vektors pBS-chCaspase-9-Bsr. Mittels PCR wurdehdimologe Rekombination untersucht
und ein homozygoter Knock-Out konnte hierbei idenért werden (Abbildung 4.19B:
C32-13, Bahn 3). Im nachsten Schritt sollte didsggebnis auf Transkriptionsebene per RT-
PCR bestatigt werden. In Abbildung 4.19C (Bahn<?)zu sehen, dass im Falle der wild-
typischen DT40-Zellen und des heterozygoten KnooksO(C32) Caspase-9-mRNA
nachweisbar ist. Im Gegensatz zum homozygoten k@adk(Abbildung 4.19C, Bahn 3), bei
dem kein Produkt amplifiziert werden konnte. Da zumomentanen Zeitpunkt kein
Antikorper zur Detektion der Hihner-Caspase-9 zerfgung stand, konnte der Knock-Out
an dieser Stelle nicht auf Proteinebene untersaenden. Aufgrund der Ergebnisse aus PCR
und RT-PCR kann dennoch davon ausgegangen werdsgs,d@r Klon C32-13 Caspase-9-

defizient ist.
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Abbildung 4.19: Generierung einercaspase-9 DT40-Zelllinie

(A) Schematische Darstellung des Huhoaspase-9.okus und der verwendeten Klonierungsstrategiee Di
targeting- Vektoren pBS-chCaspase-9-His und pBSash@se-9-Bsr wurden durch die Ligation einer
Histidinol- bzw. Blasticidin-Resistenzkassette Ul Restriktionsendonucleasen BamHI und EcoRlugize
(unterstrichene  Restriktionsendonucleasen weisenf alie Ligation glatter Enden hin). Die
Transkriptionsrichtung der Resistenzkassettenngjegiengesetzt zu der Transkriptionsrichtung easpase-9
Die Restriktionsendonucleasen zur Klonierung deigkrente in den Expressionsvektor sind oberhaltGdes
angegeben. Blaue Kasten stehen fiir die Exons danetiCaspase-9. (B) Die Uberpriifung der homologen
Rekombination der targeting-Vektoren pBS-chCasg®akks und pBS-chCaspase-9-Bsr mittels PCR. Detektio
des caspase-9"-Klon C32 und descaspase-9"-Klons C32-13. Das wild-typische Allel wurde mit rde
Oligonukleotiden chCasp9screen_for5 und chCasp@wt r nachgewiesen, Histidinol- und Blasticidin-
getargetete Allele mit chCasp9screen_for5 und Hisfdll bzw. Bsr_rev. Als Kontrolle diente genomisddA

aus wild-typischen DT40-Zellen (Bahn 1). (C) Ubéifpng der Expression von Caspase-9 mittels RT-PAIR.
Amplifizierung der cDNA wurden die OligonukleotidehCasp9 for3 und chCasp9 rev2 verwendet (oberer
Abschnitt). Als Kontrolle wurde dariiber hinaus HahgapdhcDNA (unterer Abschnitt) nachgewiesen.

4.1.4.2 Untersuchung zur Apoptose-Induktion und Caspase-3-Rtivierung in
caspase-@efizienten DT40-Zellen

Im Folgenden sollte geklart werden, inwiefern digidtorcaspase-9 eine zentrale Rolle in der

Staurosporin-induzierten Apoptose in DT40-Zelleriekp Hierfiir sollte zum einen die

Apoptose-Induktion durch Staurosporin in diesenlefeimittels einer Analyse der Anzahl
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hypodiploider Kerne und zum anderen die CaspaseAd@king mittels eines fluorimetrischen
Tests mit dem synthetischen Substrat DEVD-AMC sueint werden. Wild-typische DT40-
Zellen, der heterozygote Klon C32 und der homozyd€ibn C32-13 wurden unbehandelt
gelassen oder mit M4 als Positivkontrolle oder &tgporin fur 24 h inkubiert. Am Ende der
Inkubationszeit wurde die Anzahl hypodiploider Naicturchflusszytometrisch analysiert.
Nach der Inkubation der wild-typischen DT40-Zell@it M4 oder mit Staurosporin konnte
Apoptose-Induktion beobachtet werden (Abbildun@AR Ebenfalls war Staurosporin in der
Lage, im Gegensatz zum M4, in der heterozygotetlidel C32 Apoptose zu initiieren
(Abbildung 4.20A). Allerdings konnte weder nach uiblation mit M4 noch nach
Staurosporin-Behandlung in deaspase-Qiefizienten Zelllinie C32-13 Apoptose beobachtet
werden (Abbildung 4.20A). Parallel hierzu wurde daspase-Aktivierung Uberprift. Die
drei fur die Untersuchung der Apoptose-Induktiomwendeten Zelllinien (wt, C32, C32-13)
wurden fur verschiedene Zeitrdume mit Staurospokabiert und anschliel3end die Caspase-
Aktivitat mit Hilfe des Substrats DEVD-AMC fluorintesch detektiert. Im Falle der wild-
typischen und heterozygoten Knock-Out-Zelllinie kte eine Zunahme der Caspase-
Aktivitat mit Zunahme der Staurosporin-Inkubatioasdr beobachtet werden
(Abbildung 4.20B). In dercaspase-9lefizienten Zelllinie C32-13 kam es zu keiner
Aktivierung der Caspasen (Abbildung 4.20B).
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Abbildung 4.20: Staurosporin induziert keine Apoptcse incaspase-@lefizienten DT40-Zellen

(A) 3 x 10" wild-typische, caspase-9” und caspase-97 DT40-Zellen wurden entweder unbehandelt (Ktrl,
weie Balken), mit den anti-BCR-Antikdrper M4 (M40 pg/mL, schwarze Balken) oder mit Staurosporin
(Stauro, 2,5 uM, gestreifte Balken) inkubiert. Ne€hde der Inkubationszeit (24 h) wurde die Zunahltee
hypodiploiden Nuclei im Durchflusszytometer anadysi Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten. (B) Zur Messder Caspase-Aktivitat wurden 2 xX*1ild-typische
(wt, schwarze Kastchendaspase-9” (C32, schwarze Kreise) urzhspase-9' (C32-13, schwarze Dreiecke)
DT40-Zellen mit Staurosporin (2,5 uM) fir verscreeé Zeitraume inkubiert. AnschlieRend wurden zétkl
Lysate hergestellt und die Spaltung des synthatis@aspase-Substrats DEVD-AMC im Fluorimeter aneitys
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabtueng von Duplikaten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Staurospiteimsichtlich Gber einen dualen
Mechanismus Apoptose induzieren kann. Zum einem I&taurosporin wie konventionelle
DNA-schadigende Zytostatika den mitochondrialen ptpse-Signalweg unabhangig vom
extrinsischen Todesrezeptorsignalweg in direkterisé&/ektivieren (Engels et al., 2000).
Darlber hinaus besitzt Staurosporin — im Gegermat€hemotherapeutika — das Potenzial
unabhangig vom  mitochondrialen  Cytochrom  c/Apaf-#8gV das endogene
Selbstmordprogramm zu aktivieren, da Staurospanvosl in Bcl-2 Gberexprimierenden als
auch in Apaf-1 defizienten Zellen Apoptose indugrekonnte. Hierbei stellt die Aktivierung
von Caspase-9 offensichtlich fur beide Signalweige gemeinsame Voraussetzung dar, da
die Staurosporin-induzierte Apoptosedaspase-Qlefizienten Zellen vollkommen blockiert

war.
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4.2 Mechanistische Aspekte der Staurosporin-induziertei\poptose

4.2.1 Untersuchung des Phosphorylierungsstatus der humaneCaspase-9

wahrend der Staurosporin-induzierten Apoptose

Aus der Dissertation von Joachim Manns wurde degytldass Caspase-9 in Jurkat-Zellen
eine zentrale Rolle wahrend der Staurosporin-irettem Apoptose spielt. Dabei kam die
Frage auf, ob Staurosporin als Kinaseinhibitor érosphorylierungsstatus der Caspase-9
beeinflusst, wodurch eine Aktivierung der Caspasafdlgen konnte. Um diese Frage zu
beantworten, wurde der Phosphorylierungsstatus @Gaspase-9 nach Staurosporin-
Behandlung in Caspase-9-negativen Jurkat-Zellee, eitweder mit dem Leervektor
pMSCVpuro oder mit der cDNA einer c-myc-getaggtammianen Caspase-9 transfiziert
wurden, mittels einer ProXDiamond-Farbung analysiert. Der Pr&@amond-Farbstoff
ermoglicht durch seine Anlagerung an phosphordi&strosin-, Serin- und Threoninreste die
direkte Detektion von Phosphatgruppen im Gel. kéirAhalyse des Phosphorylierungsstatus
der Caspase-9 wurden die zwei oben genanntenrdefiliunbehandelt gelassen oder mit
Staurosporin fir 1,5 h oder 3 h inkubiert. Die gamenen Lysate wurden mit anti-Caspase-9-
Antikorper-gekoppelter Agarose inkubiert und did diese Weise prazipitierten Proteine
Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Pr8B@mond-Farbung und die sich daran
anschlieBende Silberfarbung wurden freundlichemveisn Dr. Stuart Pengelley (Proteom-
Zentrum Tabingen) durchgefuhrt. Die Bande bei 4G kiurde der Caspase-9 zugeordnet.
Somit konnte in den Jurkat-Zellen, die mit der cDN c-myc-getaggten humanen Caspase-
9-Mutante transfiziert worden waren, die Phospheryhg der Caspase-9 detektiert werden
(Abbildung 4.21, oberer Abschnitt, Bahn 2, 4 und Bariber hinaus konnte eine Abnahme
der Phosphorylierung der Caspase-9 wéahrend derdSfaarin-Inkubation im Vergleich zu
den unbehandelten Zellen beobachtet werden (Altgjdu21, oberer Abschnitt, Bahn 6). Bei
der Silberfarbung konnte in den mit der cDNA demyge-getaggten humanen Caspase-9-
Mutante transfizierten Jurkat-Zellen bei 46 kDaeeBande detektiert werden, die ebenfalls
der Caspase-9 zugeordnet wurde (Abbildung 4.2ErenfAbschnitt, Bahn 2, 4 und 6). In den
mit dem Leervektor transfizierten Caspase-9-negatiurkat-Zellen konnte weder in der
Pro-@Diamond-Farbung noch mit der Silberfarbung eine dgandetektiert werden
(Abbildung 4.21, oberer und unterer Abschnitt, Bah3 und 5). Aus diesen Ergebnissen ist
ersichtlich, dass Staurosporin einen Einfluss arf B@hosphorylierungsstatus der humanen
Caspase-9 auslbt. Gegenwartig wird versucht, desdPlorylierungsstatus von Caspase-9

massenspektrometrisch zu erfassen.
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Abbildung 4.21 Staurosporin beeinflusst den Phosphglierungsstatus der humanen Caspase-9

5 x 10 Caspase-9-negative Jurkat-Zellen, entweder mit deenvektor (p)MSCVpuro) oder mit der cDNA der
c-myc-getaggten wild-typischen humanen CaspaserBy(chCOwt) transfiziert, wurden unbehandelt (Bdahn
und 2) gelassen oder fir 1,5 h (Bahn 3 und 4) Bzw(Bahn 5 und 6) mit Staurosporin (STS, 2,5 uhkubiert.
Nach Erstellung der Lysate erfolgte die Praziptatilber anti-Caspase-9-Antikérpern-gekoppelte Asmro
Préazipitierte Caspase-9 wurde Uber eine SDS-PA@h)elektrophoretisch aufgetrennt und anschlief3aitd
dem Pro-@Diamond-Farbstoff (oberer Abschnitt) und daran hlieBender Silberfarbung (unterer Abschnitt),
angefarbt. Die Pro-8Diamond-Farbung und die sich daran anschlieRendiberBirbung wurden
freundlicherweise von Dr. Stuart Pengelley (Protet@ntrum TUbingen) durchgefiihrt. Die molekulare btas
von Caspase-9 ist links in der Abbildung angegeben.
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4.2.2 Untersuchung des Effekts spezifischer Inhibitoren @n Caspase-9-Kinasen

4.2.2.1 Spezifische Inhibition beschriebener Caspase-9-Kis&n induziert keine

Apoptose

Tabelle 4.1: Identifizierte Caspase-9-Kinasen unchie Inhibitoren

Caspase-9-Kinase Phosphorylierungsstelle| Inhibitor Literatur
Akt SM9 (S8 Akti1/2 Cardone et al., 1998
PKCzeta g PKCzeta-PS Brady et al., 2005
Cdk1/CyclinB1 2 Purvalanol Allan und Clarke, 2007
PKA S* g8 g% H89 Martin et al., 2005
Erk T (T'%9) Pg_gfggg Allan et al., 2003
c-Abl y1o3 - Raina et al., 2005
CK2 S CK2-Inhibitor| McDonnell et al., 2008

Staurosporin hemmt als Kinaseinhibitor eine Vielzabn Ser/Thr- und Tyr-Kinasen. Da
Caspase-9 offensichtlich den gemeinsamen Effek@orStaurosporin-induzierten Apoptose
darstellt, lag der Schluss nahe, dass Staurospiben Inhibition anti-apoptotischer Kinasen
und anschlieBender Dephosphorylierung von Caspadpdptose induziert. In diesem
Zusammenhang sind bis heute verschiedene Caspfisa$en (Tabelle 4.1) beschrieben
worden (Allan und Clarke, 2007; Allan et al., 20@3ady et al., 2005; Cardone et al., 1998;
Martin et al., 2005; McDonnell et al., 2008). Aussem Grund sollte im Folgenden die Frage
untersucht werden, ob der Einfluss von Staurospaunch die Hemmung anti-apoptotischer
Caspase-9-Kinasen eine Dephosphorylierung und dgzinet Aktivierung der Caspase-9 zur
Folge hat. Jurkat-Zellen, die entweder mit dem \.eltor oder mit humaner Bcl-2-cDNA
transfiziert wurden, wurden mit unterschiedlicheanKentrationen spezifischer Inhibitoren
der bereits beschriebenen Caspase-9-Kinasen inkuwinid die Anzahl hypodiploider Kerne
im Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 4.2Rgabei konnte beobachtet werden, dass

keiner der spezifischen Inhibitoren (Tabelle 4.8y €aspase-9-Kinasen in der Lage war,
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Apoptose zu induzieren (Abbildung 4.22). Somit schéeine der bereits beschriebenen

Caspase-9-Kinasen eine Rolle im Staurosporin-irsttenn Apoptose-Signalweg zu spielen.
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Abbildung 4.22: Spezifische Inhibition publizerter Caspase-9-Kinasen induziert keine Apoptose
in Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

3 x 10 Jurkat-Zellen, entweder mit dem Leervektor (Juikektor, weiRe Kreise) oder mit der humanen Bcl-2-
cDNA (Jurkat-Bcl-2, schwarze Kreise) transfizietirden entweder mit Staurosporin oder mit den jegeil
Kinaseinhibitoren mit der angegebenen Konzentrattonuliert. Nach 24 h Inkubation erfolgte die Masg der
Kerne im Durchflusszytometer. Die gehemmte Kinageirn Diagramm angegeben (blau). Gezeigt sind die

Mittelwerte von Duplikaten.
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4.2.2.2 Spezifische Inhibition putativer Caspase-9-Kinasemduziert keine Apoptose

Nachdem in Abschnitt 4.2.2.1 geklart werden kondstess keine der publizierten Caspase-9-
Kinasen in der Staurosporin-induzierten Apoptose érolle zu spielen scheint, sollte die
Hypothese, dass Caspase-9 durch Dephosphoryliakingert werden kdnnte weiter verfolgt
werden. Hierfir wurden weitere, putative Caspas@r@sen (Tabelle 4.2) mit Hilfe einer
Suchmaschine fur putative Phosphorylierungsste{letp://scansite.mit.edu/motifscan_seq.
html) ermittelt (Obenauer et al., 2003).

Tabelle 4.2: Putative Caspase-9-Kinasen, ihre Phdsprylierunsgstellen und die dazugehdérigen
Inhibitoren

Caspase-9-Kinase Phosphorylierungsstelle Inhibitor
ATM/ATR Kinase SL gi%6 b7 325 334 ATM/ATR-Kinase-
! T ! Inihibitor
DNA-PK T366 59 DNA-PK-Inhibitor
CK1 S0 7 CK1-Inhibitor
PKC alpha, beta & g8 G66976
PKC alpha, t;eettz, gamma, delta, 3196’ 8195, T]_oz, S%l, S48 G56983
Clk2-Kinase 496 gi8s TG003
GSK-3 T03 338 1817 Aloisine

Analog zu dem Versuchsansatz in Abschnitt 4.2.21iden mit dem Leervektor oder mit der
humanen Bcl-2-cDNA transfizierten Jurkat-Zellen mierschiedenen Konzentrationen
spezifischer Inhibitoren (Tabelle 4.2) der putativeCaspase-9-Kinasen inkubiert
(Abbildung 4.23). Die Anzahl hypodiploider Nucleiuvde nach Ablauf der Inkubationszeit
im Durchflusszytometer analysiert. Auch durch dpezfische Inhibition der putativen
Caspase-9-Kinasen konnte kein, der Staurosporinbitkon vergleichbarer Effekt erzielt
werden (Abbildung 4.23). Dieses Ergebnis weist afahnén, dass offensichtlich keine der hier
untersuchten Caspase-9-Kinasen alleine fir den hd@taurosporin bewirkten Effekt

verantwortlich ist.
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Abbildung 4.23: Spezifische Inhibition putativer Caspase-9-Kinasen induziert keine Apoptose

3 x 1¢* Jurkat-Zellen, entweder mit dem Leervektor (Jukkektor, weilRe Kreise) oder mit der humanen Bcl-2-
cDNA (Jurkat-Bcl-2, schwarze Kreise) transfizierurden mit den jeweiligen Kinaseinhibitoren mit den
angegebenen Konzentrationen fir 24 h inkubiert. cAlsl3end wurden die Anzahl hypodiploider Kerne
durchflusszytometrisch analysiert Die gehemmte Bénest im Diagramm angegeben (blau). Gezeigt siad d
Mittelwerte von Duplikaten.

4.2.3 Untersuchung des Einflusses bekannter Phosphoryliangsreste der

humanen Caspase-9 auf die Staurosporin-induzierte goptose

4.2.3.1 Affinitatsaufreinigung eines polyklonalen anti-Cas@se-9-Serums

Zur Detektion der humanen Caspase-9 in einer Wed#ot-Analyse wurde in unserem
Labor ein bei Charles River in Hasen generierteykpanales anti-Caspase-9-Serum
verwendet. Allerdings wies dieses Serum neben dsp&se-9 eine Reihe von unspezifischen
Bindungen auf, so dass die Antikoérper zundchstigdisgereinigt wurden. Mit diesen
affinitatsgereinigten Antikdrpern sollte es mogliskin, in der Western Blot-Analyse eine
hohere Sensitivitat gegentber der Caspase-9-Bamderreichen. Hierfir wurde das anti-

Caspase-9-Serum mit dem Antigen, welches kovalerdirze Matrix gekoppelt worden war,
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inkubiert. Nach der Elution der an das Antigen getmnen Antikdrpern wurde eine 1:4000
Verdinnung des aufgereinigten Antikorpers hergesied anschlieRend zur Detektion von
Caspase-9 in einer Western Blot-Analyse verschiedéuarkat-Zellen getestet. In Abbildung
4.24 ist zu erkennen, dass im Vergleich zum nidfnittsgereinigten Serum (Abbildung
4.24A) die gereinigten anti-Caspase-9 Antikorperblffdung 4.24B) trotz gleicher
aufgetragener Proteinmengen grbf3ere Mengen an $&Spdetektieren kdonnen. Alle in
dieser Arbeit durchgefiihrten Western Blot-Analyserwendeten zur Detektion der humanen

Caspase-9 aus diesem Grund die affinitatsgeremigigikorper.

$ &
A @e@ 3 2 & 4 y
J.\ r&\' '\60 '.\ ‘i‘\ QQ,“O
& & o & & o
pa6 — — Caspase-9 pa6— — Caspase-9
| "
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Abbildung 4.24: Affinitatsaufreinigung eines polyklonalen anti-Caspase-9-Serums

Bakteriell aufgereinigte Caspase-9 wurde an Actigelalent gekoppelt und anschlieBend mit dem anti-
Caspase-9-Serum inkubiert. Nach mehreren Waschischriwurden die gebundenen Antikdrper mit
100 M Glycin (pH 2,7) eluiert. Die so gewonneneffingd&itsgereinigten anti-Caspase-9-Antikdrper wurde
mittels Western Blot analysiert. Hierzu wurden Ligseon Jurkat-Zellen mit endogener Caspase-9 (JH6rkat
Vektor) und von Caspase-9-negativen Jurkat-Zelleéd fieg) Uber eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Die
Detektion der humanen Caspase-9 erfolgte dannemnitmicht aufgereinigten anti-Caspase-9-Serum (#000)
oder mit den aufgereinigten anti-Caspase-9-AntigdngB, 1:4000).

4.2.3.2 Generierung phospho-defizienter Alanin- und phosphanimikrierender

Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9

Im Abschnitt 4.2.2 wurde mit Hilfe spezifischer lhitoren der mogliche Einfluss der
publizierten (Tabelle 4.1) oder putativen (Tabell®) Caspase-9-Kinasen innerhalb der
Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht. Keoher verwendeten Inhibitoren alleine
zeigte jedoch einen apoptotischen Effekt. Deshalliesmit der Untersuchung der bereits
bekannten Phosphorylierungsstellen ein weitereratmgur Aufklarung der Staurosporin-
induzierten Apoptose erfolgen. Dadurch kénnte awatersucht werden, ob mdéglicherweise
weitere, nicht gescreente Kinasen beteiligt siner @ber auch eine bereits gescreente Kinase
aufgrund unzureichender Inhibition nicht identiédi werden konnte. Um die mégliche Rolle

der einzelnen Phosphorylierungsstellen untersuchenkénnen, wurden im Folgenden
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phospho-defiziente Alanin- (Abbildung 4.25A) und ogpho-mimikrierende Glutamat-
Mutanten (Abbildung 4.26A) der humanen Caspaser@ggert.
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Abbildung 4.25: Generierung phospho-defizienter Alain-Mutanten der humanen Caspase-9

(A) Schematische Darstellung der phospho-defiziemdanin-Mutanten der Caspase-9. Die unteren Pfeile
begrenzen die jeweiligen Untereinheiten unter Argdbr Aminosaurenposition. Die oberen Pfeile maekie
die Position der mutierten Aminosaure. Dargesgiid der c-myc-Tag (grau), CARD-Doméane (orange®, di
grof3e Untereinheit (blau) und die kleine Untereinfgriin) der Caspase-9. (B) 75 ug Protein aus tLysa
Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen transfiziert dein Leervektor (pMSCVpuro) oder mit der cDNA fledi
wild-typische c-myc-getaggte Caspase-9-Mutante yc-hiCOwt), die c-myc-getaggte T107A Caspase-9-
Mutante (c-myc-hC9-T107A), die c-myc-getaggte T126Aspase-9-Mutante (c-myc-hC9-T125A), die c-myc-
getaggte S144A Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-S1440#9, c-myc-getaggte S183A Caspase-9-Mutante
(c-myc-hC9-S183A) oder die c-myc-getaggte S195/6Baéspase-9-Mutante (c-myc-hC9-S195/6AA) wurden
mittels SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Die Expressien Caspase-9 wurde mit anti-Caspase-9-Antikdrpern
detektiert. Als Ladekontrolle wurde die Membran&uich mit anti-Vinculin inkubiert. Links ist dimolekulare
Masse der detektierten Proteine in kDa angegebienAinosauren sind im Ein-Buchstaben-Code dardeste
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Abbildung 4.26: Generierung phospho-mimikrierender Glutamat-Mutanten der humanen
Caspase-9

(A) Schematische Darstellung der phospho-mimikridem Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9. Die
unteren Pfeile begrenzen die jeweiligen Untereteimeunter Angabe der Aminosaurenposition. Die abere

Pfeile markieren die Position der mutierten Amingsdinnerhalb der Caspase-9-Struktur. Dargestelit der
c-myc-Tag (grau), die CARD-Domane (orange), did3gréyntereinheit (blau) und die kleine Untereinkgtitin)
der Caspase-9. (B) Die Expression der humanen €aspdutanten wurde nach der retroviralen Trangiakt
mittels Western Blot detektiert. 75 ug Protein &ysat von Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen, erdwedt

dem Leervektor (pMSCVpuro) oder mit der cDNA fiie di-myc-getaggte wild-typische Caspase-9-Mutante
(c-myc-hC9wt), die c-myc-getaggte T107E Caspasetalite (c-myc-hC9-T107E), die c-myc-getaggte T125E
Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-T125E), die c-mycggtaS144E Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9S144E), die
c-myc-getaggte S183E Caspase-9-Mutante (c-myc-HEB3E), die c-myc-getaggte S195/6EE Caspase-9-
Mutante (c-myc-hC9-S195/6EE) oder mit der cDNA €ie c-myc-getaggte 4xE Caspase-9-Mutante (c-myc-

hC9-4xE) transfiziert, wurden Uber eine SDS-PAGE%] aufgetrennt. In der Western Blot-Analyse ettilg
die Detektion der humanen Caspase-9 mit anti-Caspaftikdrpern. Als Ladekontrolle wurde die Memibra
zuséatzlich mit anti-Vinculin inkubiert. Links in deAbbildung sind die molekularen Gro3en der deezien
Proteine in kDa angegeben. Die Aminosauren sinBimBuchstaben-Code dargestellt.
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Die Staurosporin-induzierte Apoptose sollte demnbeh einer Beteiligung des jeweiligen

mutierten Restes im Falle der phospho-mimikrieran@utamat-Mutanten komplett oder

teilweise blockiert sein, wohingegen die entspradeephospho-defiziente Alanin-Mutation

zu einem hohen basalen Niveau an Apoptose oder gadzethalitat der Zelle fihren wirde.

Hierfir wurden die bereits publizierten Serin- uhdreonin-Phosphorylierungsstellen der
humanen Caspase-9 (Tabelle 4.1) zu Alanin bzw.aBlat mutiert. Die Mutationen wurden

zu einem grof3en Teil im Rahmen der Praktika vomi&ftoPaasch und Dominic Hildebrandt
durchgefuhrt. Die generierten Caspase-9-Variantehigten zusatzlich einen N-terminalen
c-myc-tag.

Nach der retroviralen Transfektion von Caspase¢atnen Jurkat-Zellen mit den jeweiligen

c-myc-getaggten Alanin- bzw. Glutamat-Mutanten veudie Expression der Mutanten im
Western Blot analysiert. Abbildung 4.25B und 4.26#gen, dass sowohl bei den Alanin- als
auch bei den Glutamat-Mutanten die retrovirale $faktion erfolgreich war und die

Mutanten exprimiert wurden. Mit Hilfe dieser Mutantwurden weitere Untersuchungen zu
dem Einfluss dieser Phosphorylierungsreste auf $iaurosporin-induzierte Apoptose

durchgefunhrt.

4.2.3.3 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptosen rekonstituierten

Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen

Die in 4.2.3.2 generierten c-myc-getaggten phosggfzienten Alanin- und phospho-
mimikrierenden Glutamtat-Mutanten der humanen Cses®asollten dazu beitragen, die
maogliche Rolle der jeweiligen Phosphorylierungseeai klaren. Hierfur wurde eine Analyse
der hypodiploiden Kerne nach Staurosporin-Inkulmatiarchgefiihrt. Sowohl die phospho-
defizienten Alanin- als auch die phospho-mimiknmeten Glutamtat-Mutanten der humanen
Caspase-9 wurden mit dem Todesrezeptorstimulus TR#dm Zytostatikum Mitomycin C
und dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin inketbignd die Anzahl hypodiploider Kerne
nach Ende der Inkubationszeit durchflusszytomdirisestimmt. Hierbei konnte beobachtet
werden, dass jede verwendete Zelllinie die Aktwmgr des extrinsischen Apoptose-
Signalwegs nach TRAIL-Inkubation aufweist (Abbildu4.27A und B). Wohingegen in
keiner der verwendeten Zelllinien nach Behandlurig Mitomycin C Apoptose induziert
wurde (Abbildung 4.27A und B). Die Beobachtung, sd&aurosporin nicht in der Lage ist,
Apoptose in Caspase-9-negativen Jurkat Zellen duzieren (Dissertation Joachim Manns),
konnte somit verifiziert werden (Abbildung 4.27Adud.27B). In den Caspase-9-negativen

Jurkat-Zellen, die mit den jeweiligen Mutanten t#emanen Caspase-9 transfiziert wurden,
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konnte allerdings nach Staurosporin-Inkubation Apse-Induktion beobachtet werden. Im
Falle der c-myc-hCaspase-9-S183A-Zellen war dier®sporin-induzierte Apoptose deutlich
reduziert (Abbildung 4.27A).
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Abbildung 4.27 (Legende s. nachste Seite)
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Abbildung 4.27: Apoptose-Induktion in den mit den pospho-defizienten und phospho-
mimikrierenden Caspase-9-Mutanten transfizierten Zdlinien

(A) 3 x 10" mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negatiwkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken),
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCas@age weille Balken), c-myc-hCaspase-9-T107A-
Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T107A, dunkelbla Balken), c-myc-hCaspase-9-T125A-Zellen
(PMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T125A, hellblaue Balkeamyc-hCaspase-9-S144A-Zellen (pMSCVpuro-c-
myc-hCaspase-9-S144A, hellviolette Balken), c-m@aspase-9-S183A-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-
9-S183A, graue Balken) oder c-myc-hCaspase-9-SAg6&ellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-
S195/6AA, dunkelviolette Balken) wurden mit TRAITRAIL, 40 ng/mL), Mitomycin C (Mito, 25 pg/mL) und
Staurosporin (Stauro, 2,5 uM) fiir 24 h inkubiertasghlieBend wurde die Anzahl hypodiploider Nuclhai i
Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind didgtéliverte und Standardabweichungen von Triplika{@&).

3 x 10" mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negafiurkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken),
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCasiaste weille Balken), c-myc-hCaspase-9-T107E-
Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T107E, dunkekbla Balken), c-myc-hCaspase-9-T125E-Zellen
(PMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T125E, hellblaue B3glkemimyc-hCaspase-9-S144E-Zellen (pMSCVpuro-
c-myc-hCaspase-9-S144E, hellviolette Balken), c-m@aspase-9-S183E-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-
hCaspase-9-S18EA, graue Balken), c-myc-hCaspas®SHEEE-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-
S195/6EE, dunkelviolette Balken) oder c-myc-hCasghdxE-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-4xE,
grine Balken) wurden mit TRAIL (TRAIL, 40 ng/mL), iMmycin C (Mito, 25 pg/mL) und Staurosporin
(Stauro, 2,5 uM) far 24 h inkubiert. AnschlieBendurde die Anzahl hypodiploider Nuclei im
Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind di¢t@liverte und Standardabweichungen von Triplikaten.

Dartber hinaus kam es in den c-myc-hCaspase-9-SZ28B&h und den c-myc-hCaspase-9-
4xE-Zellen (Abbildung 4.27B) zu keiner Aktivierunges Apoptose-Programms nach
Inkubation mit Staurosporin. Diese Ergebnisse lasstarauf schlieBen, dass die
Phosphorylierungsstelle’® eine kritische Rolle in der Staurosporin-induzertApoptose

einnimmt.

4.2.3.4 N-terminaler c-myc-Tag verhindert Apoptosom-Bildung

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen folgt, disZytostatikum Mitomycin C in den
Zellen, die mit den jeweiligen c-myc-getaggten @Gasp9-Mutanten transfiziert worden
waren, zu keiner Apoptose-Induktion fuhrte. Dies wesofern Uberraschend, da zumindest
nach Rekonstitution der Caspase-9-negativen Jdikdgn mit der c-myc-getaggten wild-
typischen Caspase-9 die Zellen in der Lage seinltespl ihr mitochondriales
Selbstmordprogramm zu aktivieren. Da dies wedediérc-myc-hCaspase-9wt-Zellen, noch
fur die phospho-defizienten Alanin- und fur die ppbo-mimikrierenden Glutamat-Mutanten
der Fall war, stellte sich die Frage, ob der N-ieale c-myc-Tag (Abbildung 4.25A und
4.26A) die CARD-CARD-Interaktion des AdapterproteiApaf-1 mit der Initiatorcaspase-9
stort und somit die Bildung des Apoptosoms und dieaus resultierende Aktivierung des
mitochondrialen Selbstmordprogramms verhindert. Ki@rung dieser Frage wurden Jurkat-
Kontrollzellen mit endogener Caspase-9 bzw. Caspasegative Jurkat-Zellen, die entweder
mit dem Leervektor oder der cDNA fur c-myc-hCasp@se transfiziert wurden, in einer Co-

Immunaufreinigung untersucht. Die gewonnenen Lysatgden entweder unbehandelt
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belassen oder mit Cytochrom ¢ und dATP versetzt amstchlieRend mit anti-Caspase-9-
Antikorpern-gekoppelter Agarose (vgl. Abschnitt.8.8) inkubiert. Anschliel3end wurden die
an die Antikérper gebundenen Proteine Uber eine-BRSE aufgetrennt und einer Western
Blot-Analyse unterzogen. Die Detektion der Apoptasdomponenten wurde mit anti-
Apaf-1-Antikbrpern bzw. anti-Caspase-9-Antikorpedurchgefuhrt. Nach dein vitro
Apoptosom-Bildung durch Zugabe von Cytochrom ¢ d@d P ins Lysat konnte in Jurkat-
Kontrollzellen tber anti-Caspase-9-Antikorper nichir Caspase-9 gereinigt, sondern auch
Apaf-1 co-aufgereinigt werden (Abbildung 4.28, Bal8), im Gegensatz zu den
unbehandelten Kontrollzellen, in denen ausschtéf3tie Aufreinigung der Caspase-9 zu
beobachten war (Abbildung 4.28, Bahn 7). Die mihdeeervektor transfizierten Caspase-9-
negativen Jurkat-Zellen zeigten keine Aufreiniguey Caspase-9 und somit auch keine Co-
Aufreinigung von Apaf-1 (Abbildung 4.28, Bahn 9 uh@). Nach Zugabe von Cytochrom c
und dATP ins Lysat der c-myc-hCaspase-9wt-Zellem wa Gegensatz zu den Jurkat-
Kontrollzellen ausschlief3lich die Aufreinigung déaspase-9 maoglich (Abbildung 4.28, Bahn
12). Das gleiche Bild ergab die Analyse der unbdbHen Lysate dieser Zelllinie
(Abbildung 4.28, Bahn 11). Zusammen mit der Beohawlp aus Abschnitt 4.2.3.3 fuhrt
dieses Ergebnis zu der Annahme, dass es in deenZelle mit der cDNA fir die jeweiligen
c-myc-getaggten Caspase-9-Mutanten transfiziertderorwaren, durch den N-terminalen
c-myc-Tag zu einer Beeintrachtigung der ApoptosafduBig kommt. Dies geht einher mit

der Blockierung des mitochondrialen Apoptose-Sigregles in diesen Zelllinien.
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Abbildung 4.28: N-terminaler c-myc-Tag verhindert Apoptosom-Bildung

Von 5,5 x 10 Jurkat-Kontrollzellen (Jurkat Vektor), mit dem Ilreektor transfizierte Caspase-9-negative Jurkat-
Zellen (pMSCVpuro) oder hCaspase-9wt-Zellen (c-rh@8wt) wurde unbehandeltes Lysat, wie in Material
und Methoden Abschnitt 3.2.3.7 beschrieben, heetiesAnschlielend wurden die Lysate unbehandddsgen
oder mit Cytochrom ¢ (8,4 uM) und dATP (2,4 mM) fils min bei 37°C inkubiert (Cytc/dATP). Nach der
Inkubation der Lysate mit kovalent an Agarose gelemen anti-Caspase-9-Antikdrpern wurden die gegesni
Proteine Uber eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt urgtldielend im Western Blot mittels anti-Caspase-9-
Antikdrpern oder anti-Apaf-1-Antikbrpern detektiekfor der Immunaufreinigung (IP, Bahn 7 - 12) wureia
Teil des Lysats abgenommen und zusammen mit deiibét eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt (Input,
Bahn 1 -6) und im Western Blot detektiert. Links das Molekulargewicht der detektierten Protemé&Da
angegeben. Der Stern kennzeichnet eine unspeafBBahde.

4.2.3.5 Generierung FLAG-getaggter und ungetaggter Mutanterder humanen
Caspase-9

Aus den Ergebnissen in Abschnitt 4.2.3.3 und Absthh2.3.4 geht hervor, dass der
N-terminale c-myc-Tag offensichtlich zu einer Begightigung des mitochondrialen
Apoptose-Signalweges fihrt. Um dies weiter zu aiahgn, wurden N-terminale FLAG-
getaggte und ungetaggte humane Caspase-9 gendd@rtin Abschnitt 4.2.3.3 keine
Apoptose-Induktion bei der S183E-Mutation zu bebiae war, wurden jeweils FLAG- und
ungetaggte wild-typische und S183E-Mutanten der dnen Caspase-9 generiert
(Abbildung 4.29A und B). Nach der Klonierung in deatroviralen Expressionsvektor
pMSCVpuro konnte die erfolgreiche retrovirale Traktion mittels Western Blot-Analyse

nachgewiesen werden. Abbildung 4.29C, Bahn 2 bizigt die Expression der jeweiligen
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Caspase-9-Varianten nach retroviraler Transfektidie mit Hilfe von anti-Caspase-9-

Antikdrpern nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 4.29: Generierung von FLAG-getaggten undingetaggten Caspase-9-Mutanten

(A) und (B) Schematische Darstellung der FLAG-ggtag (A) und ungetaggten (B) Caspase-9-Mutantea. Di
unteren Pfeile begrenzen die jeweilige Untereinheier Angabe der Aminosaureposition. Die oberesildf
markieren die Position der mutierten Aminosauresrhalb der Caspase-9-Struktur. Dargestellt sind-l&G-
Tag (rot),die CARD-Doméane (orange), die groRe Urtdreit (blau) und die kleine Untereinheit (grirérd
Caspase-9. (C) Uber eine SDS-PAGE (12%) wurdengsBmtein aus Lysaten von Caspase-9-negativentdurka
Zellen transfiziert entweder mit dem Leervektor @8&Vpuro, Bahn 1) oder mit der cDNA fir die wild-tgphe
FLAG-getaggte Caspase-9 (FLAG-hCO9wt), fur die FLA&aggte S183E-Caspase-9-Mutante (FLAG-hC9-
S183E), fur die wild-typische ungetaggte Caspa@ec®wt) oder fur die ungetaggte S183E Caspase-&het
(hC9-S183E) aufgetrennt. Im Western Blot wurde Ek@ression der Caspase-9-Varianten mit anti-Caspase
Antikorpern detektiert. Als Ladekontrolle wurde dMembran zusatzlich mit anti-Vinculin inkubiert. éi
Molekulargewichte der detektierten Proteine simikdi in kDa aufgefiihrt. Die Aminosauren sind im Ein-
Buchstaben-Code angegeben.
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4.2.3.6 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptosen mit FLAG-getaggten
oder ungetaggten Mutanten der humanen Caspase-9 reRstituierten

Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen

In den Abschnitten 4.2.3.3 und 4.2.3.4 konnte beloted werden, dass der N-terminale
c-myc-Tag die Bildung des Apoptosoms und somit Aigivierung des mitochondrialen
Apoptose-Programms verhindert. Dies warf die Fragle ob auch andere N-terminale Tags
diesen Einfluss ausuben. Dariber hinaus solltedgelerden, ob in den Zellen mit der
ungetaggten humanen Caspase-9 eine Aktivierunghdden mitochondrialen Apoptose-
Signalweg erfolgen kann. Die generierten Zelllinvemrden zur Untersuchung der Apoptose-
Induktion nach Inkubation mit TRAIL, Mitomycin C drStaurosporin herangezogen. Hierfur
wurden die verschiedenen Zelllinien mit den genamnStimuli fir 24 h inkubiert und
anschlieBend einer Analyse der Anzahl hypodiploitl&arne im Durchflusszytometer
unterzogen. Daraus konnte beobachtet werden, dads Inkubation mit TRAIL in allen
Zelllinien Apoptose induziert wurde (Abbildung 4)30Mitomycin C hingegen war
ausschlief3lich in den untagged-hCaspase-9wt-Zéflester Lage das Selbstmordprogramm
der Zelle zu aktivieren (Abbildung 4.30). Im Fatler FLAG-hCaspase-9wt-Zellen fuhrte die
Mitomycin C-Inkubation zu keiner Zunahme der hymboiden Kerne (vgl. Abschnitt
4.2.3.3). Nach Inkubation mit Staurosporin konneben den c-myc-hCaspase-9wt-Zellen
sowohl in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen als audten FLAG-hCaspase-9wt-Zellen
Apoptose-Induktion beobachtet werden. In den Zelidie mit der ungetaggten S183E-
Caspase-9-Mutante transfiziert worden waren, irgtteiStaurosporin Apoptose in deutlich
reduziertem Ausmall. Aus diesen Ergebnissen gelkbhelass ein N-terminaler Tag der
humanen Caspase-9 die Aktivierung des mitochorarial Selbstmordprogramms
beeintrachtigt. Gleichzeitig scheint aber die Serin Glutamat-Mutation am Setffi der
Caspase-9 zu einer Stoérung des mitochondrialerabvgges zu fuhren, worauf die fehlende
Apoptose-Induktion nach Mitomycin C-Inkubation iarduntagged-hCaspase-9S183E-Zellen
schlieRBen lasst (Abbildung 4.30). Daraus ergab dietFrage, ob diese Mutation am S&Hn
die Aktivierung des mitochondrialen Selbstmordpemgms durch eine generell gestorte
Apoptosom-Bildung oder aufgrund des simuliertendphorylierungszustands beeintrachtigt.
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Abbildung 4.30: Mitomycin C induziert Apoptose in untagged-hCaspase-9wt-Zellen

3 x 10" mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negafiurkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken),
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCasi®age weille Balken), untagged-hCaspase-9wt-Zellen
(PMSCVpuro-hCaspase-9wt, dunkelblaue Balken), ugedehCaspase-9-S183E-Zellen (pMSCVpuro-
hCaspase-9-S183E, hellblaue Balken), FLAG-hCaspageZellen (pMSCVpuro-FLAG-hCaspase-9wt,
hellviolette Balken) und FLAG-hCaspase-9-S183E-&tell(pMSCVpuro-FLAG-hCaspase-9-S183E, graue
Balken) wurden fur 24 h mit dem TodesrezeptorstimWRAIL (TRAIL, 40 ng/mL), mit dem mitochondrialen
Apoptose-Aktivator Mitomycin C (Mito, 25 pg/mL) odenit dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin ($tau
2,5 uM) inkubiert. Im Anschluss daran wurden diezahnl hypodiploider Nuclei durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Staddaweichungen von Triplikaten.

4.2.3.7 N-terminaler FLAG-Tag verhindert Apoptosom-Bildung und Aktivierung des
Apoptosom-abhangigen Signalweges

In diesem Abschnitt wurde die Frage aus 4.2.3.Giglech des Einflusses der Mutation am
S'8% auf die Apoptosom-Bildung aufgegriffen und mit &irCo-Immunaufreinigung-Analyse
untersucht. Hierfir wurden unbehandelte oder mib€yom ¢ und dATP inkubierte Lysate
von Jurkat-Kontrollzellen, von Leervektor-transéiden Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen,
von c-myc-hCaspase-9wt-Zellen, von FLAG-hCaspaseZ®llen, von untagged-hCaspase-
9wt oder von untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen stetieNach der Inkubation der Lysate
mit Agarose, an die anti-Caspase-9-Antikérper kewtlgekoppelt waren, wurden die
gereinigten Proteine Uber eine SDS-PAGE aufgetrandtin einem Western Blot mit anti-
Apaf-1 und anti-Caspase-9 analysiert. In Abbilddt@LA ist zu erkennen, dass in allen

eingesetzten Lysaten Apaf-1 und ausschlief3lictemrékonstituierten Zellen und den Jurkat-
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Kontrollzellen aul3erdem Caspase-9 detektiert wekdemte. Nach Zugabe von Cytochrom ¢
und dATP in die Lysate der Zellen, die mit den umggten Varianten der humanen
Caspase-9 transfiziert worden waren (untagged-heSaspwt-Zellen, untagged-hCaspase-9-
S183-Zellen), erfolgte die Prozessierung der CaspagAbbildung 4.31, Abschnitt A,
Bahn 11 und 12). Wiederum verhinderte der N-terieinieag der humanen Caspase-9 die
Apoptosom-Bildung, unabhangig von der Art des T@dsbildung 4.31B, Bahn 9 und 10). In
den Lysaten der Jurkat-Kontrollzellen, der untagh€dspase-9wt-Zellen und der untagged-
hCaspase-9-S183E-Zellen konnte durch die Zugabe @gtochrom ¢ und dATP das
Apoptosomin vitro formiert werden und eine daraus resultierende &sp-Prozessierung
beobachtet werden (Abbildung 4.31B, Bahn 7, 11 L2y Somit scheint ein N-terminaler
Tag der humanen Caspase-9 die Apoptosom-Bildurggdren und damit die Aktivierung des
mitochondrialen Apoptose-Signalweges zu verhindBie. Mutation des $° der humanen
Caspase-9 beeintrachtigt dagegen nicht die Bilddag Apoptosoms. Allerdings wurde
beobachtet, dass in diesem Falle die ProzessielemGaspase-9 erfolgte, aber in reduziertem
Mal3e (Abbildung 4.31A, Bahn 12).
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Abbildung 4.31: Caspase-9-Prozessierung infolge @nin vitro Apoptosom-Bildung erfolgt nur
in mit hCaspase-9wt-cDNA rekonstituierten Jurkat-Zdlen

(A) und (B) Je 5 x 10 Jurkat-Kontrollzellen (Vektor), mit dem Leervekttansfizierte Caspase-9-negative
Jurkat-Zellen (pMSCVpuro), c-myc-hCaspase-9wt-Zelle-myc-hCOwt), FLAG-hCaspase-9wt-Zellen (FLAG-
hC9wt), untagged-hCaspase-9wt-Zellen (hC9wt) untdgged-hCaspase-9-S183E (hC9-S183E) wurden lysiert,
wie unter Material und Methoden in Abschnitt 3.2.Beschrieben. Die Lysate wurden entweder unbeltande

(Fortsetzung s. nachste Seite)



Ergebnisse 107

(Fortsetzung Legende zu Abbildung 4.31)

gelassen oder mit Cytochrom c (8,6 uM) und dATR (@M) fur 15 min bei 37°C fir dia vitro Apoptosom-
Bildung inkubiert (Cytc/dATP). Vor der Immunaufragang (IP) wurde ein Teil vom Lysat abgenommen und
zusammen mit der IP Uber eine SDS-PAGE (12%) augiget (Input, A). Die verbleibenden Lysate wurden
dann mit an Agarose kovalent gekoppelten anti-GasfaAntikdrpern inkubiert und die so gereinigtentBine
Uber eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Fur die Oetelderin vitro Apoptosom-Bildung im Western Blot
wurden anti-Apaf-1-Antikbrper und anti-Caspase-Qikarper verwendet. Der Stern kennzeichnet eine
unspezifische Bande. Links ist die molekulare Mak=edetektierten Proteine in kDa angegeben.

4.2.3.8 Blockierung der Caspase-3-Aktivitat durch Mutation des $% der humanen
Caspase-9
Aus Abschnitt 4.2.3.6 und Abschnitt 4.2.3.8 gehvbg dass in den untagged-hCaspase-9wt-
Zellen und den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen soveohl die Apoptosom-Bildung als
auch die Prozessierung der Caspase-9 erfolgen kéyen,dennoch nur in der erstgenannten
Zelllinie Apoptose uber die Aktivierung des mitociubialen Signalweges induziert werden
kann. Aus diesem Grund sollte im Folgenden untétswerden, ob die fehlende Induktion
der Apoptose in den letzteren Zellen auf eine lig@htigte Prozessierung der Caspase-3
zuruckzufihren ist. Hierfur wurden die mit dem bhesktor transfizierten Caspase-9-
negativen Jurkat-Zellen, die c-myc-hCaspase-9weAeldie untagged-hCaspase-9wt-Zellen
und die untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen mit Mitom{ flir verschiedene Zeitraume
behandelt und anschlie3end die Aktivierung der @se3 in einem fluorimetrischen Test mit
dem synthetischen Caspase-Substrat DEVD-AMC armatydts konnte festgestellt werden,
dass die Behandlung mit Mitomycin C ausschlieliichien untagged-hCaspase-9wt-Zellen
zur Aktivierung der Caspase-3 fuhrt (Abbildung 4.3 den Zellen dagegen, die mit der
ungetaggten S183-Mutante der humanen Caspasesdizrart worden waren, konnte troitz
vitro Apoptosom-Bildung und einer daraus resultieren@aspase-9-Prozessierung keine
Caspase-3-Aktivierung beobachtet werden (Abbilddr82 und vgl. Abbildung 4.31). Die
Mutation von Seritf® zu Glutamat scheint somit entweder die Aktivierudgy Caspase-3
durch die prozessierte Caspase-9 zu beeintrachtigen die in Abbildung 4.31A gezeigte
reduzierte Prozessierung der Caspase-9 in untayfadpase-9-S183E-Zellen ist zu gering,

um eine Caspase-3-Aktivierung zu induzieren.
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Abbildung 4.322  Mitomycin induziert
Caspase-Aktivierung nur in untagged-
hCaspase-9wt-Zellen

Fur die Untersuchung der Caspdsdivierung
wurden 2 x 1®mit dem Leervektor transfizier
Caspase-9-negative Jurkalen (pMSCVpuro
weile Kastchen), c-myc-hCaspase-@etlen
(c-myc-hCOwt, schwarze Kastchen), untagged-
hCaspase-9wZellen (hCOwt, schwarze Kreis
und untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen (hC9-
S183E, schwarze Dreiecke) fir verschied
Zeitraume mit Mitomycin C (2fig/mL)
inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurc
Lysate hergestellt und die Caspdsddivierung

im Fluorimeter analysiert. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen
Duplikaten.

In dem zweiten der Teil der vorliegenden Arbeitlteol mechanistische Aspekte der
Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht werdkerbei konnte eine Veranderung des
Phosphorylierungszustands der humanen CaspasdiBtaarosporin-Inkubation beobachtet
werden (Abbildung 4.21). Dartber hinaus konnte spiézifischen Kinaseinhibitoren bereits
beschriebener und putativer Caspase-9-Kinasen Kginptose in Bcl-2-Uberexprimierenden
Jurkat-Zellen induziert werden (Abbildung 4.22 uq@3), was auf den fehlenden Einfluss
der jeweiligen Kinase schlieRen lasst. Deshalbtesothit der Generierung phospho-
mimikrierender und phospho-defizienter Caspase-%akten die Rolle bekannter
Phosphorylierungsstellen wahrend der Staurospadnoazierten Apoptose untersucht werden.
Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Mutation $% zu Glutamat Apoptose-
Induktion nach Staurosporin-Inkubation verhindert.

Parallel wurde die Beobachtung gemacht, dass dirminaler Tag die Apoptosom-Bildung
verhindert. Darliber hinaus konnte gezeigt werdessddie Mutation am*& zu keiner
Stérung der Apoptosom-Bildung, zu einer reduzieReozessierung der Caspase-9, aber zu

keiner Caspase-3-Aktivierung fihrt.
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5 Diskussion

5.1 Einfluss des mitochondrialen Signalweges bei der &irosporin-
induzierten Apoptose

Der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin ist eineer dstarksten Apoptose-Aktivatoren.
Zunéchst als spezifischer Proteinkinase C-Inhilbteschrieben (Tamaoki et al., 1986) wurde
nach einiger Zeit klar, dass es sich um einen Baeikinaseinhibitor handelt (Herbert et al.,
1990; Ruegg und Burgess, 1989). Der genaue Wirkamsimus der Apoptose-Induktion
konnte dennoch bis zum heutigen Tage nicht im Datdgeklart werden.

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Staurosporin der Lage ist, unabhangig vom
Todesrezeptorsignalweg Apoptose zu induzieren amdber hinaus eine direkte Aktivierung
des mitochondrialen Apoptose-Signalweges zu bewillgels et al., 2000). Zhang et al.
(Zhang et al., 2004) konnten auf3erdem zeigen, @&asrosporin Apoptose Uber die
Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax wuamit tUber den mitochondrialen
Signalweg induzieren kann. Neben diesem sehr dchb&ufenden, Caspase-abhangigen
Apoptose-Signalweg konnten verschiedene Arbeitgggopdie Aktivierung eines langsamer
ablaufenden, Caspase-unabhangigen Signalwegs lhéebg8elmokhtar et al., 2001; Zhang
et al., 2004). Neben den bereits genannten Apoj@apgelwegen werden auch weitere
Signalwege diskutiert, Gber die Staurosporin Apsetauslosen kann. So konnte in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass auch in Chemagibatika-resistenten Jurkat-Zellen eine
Apoptose-Induktion nach Staurosporin-Behandlunglgein kann (Stepczynska et al., 2001).
Ebenso 10st Staurosporin in Bcl-2-Uberexprimierenderkat-Zellen Apoptose aus (Johnson
et al., 1999). Dartuber hinaus konnte auch in umnséwmbeitsgruppe ein alternativer
Staurosporin-induzierter Apoptose-Signalweg, devadd unabhangig vom mitochondrialen
Apoptose-Signalweg als auch vom ER-Stress-indenesignalweg Apoptose induziert, in
verschiedenen Bcl-2-Uberexprimierenden Zellsystetvesbachtet werden. Dieser neuartige
Apoptose-Signalweg kann trotz Bcl-2/Bgl-Kberexpression und trotz Abwesenheit von
Apaf-1 durch Staurosporin induziert werden (Doktbest Joachim Manns). Da Tumorzellen
verschiedene Resistenzmechanismen wie z.B. einengerte bzw. erhdohte Expression
verschiedener pro-apoptotischer (p53, Bax, ApabAy. anti-apoptotischer (Bcl-2, Bcl-x
Proteine innerhalb des mitochondrialen Apoptosex&igeges entwickeln, ist der diesem
alternativen Apoptose-Signalweg zugrunde liegen@ehdnismus von grol3em Interesse fur

die Entwicklung neuer Therapien zur Behandlung Ghennd Radiotherapie-resistenter
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Tumore. In diesem Zusammenhang ist von besondergeresse, dass Derivate von
Staurosporin, wie 7-Hydroxystaurosporin (UCN-01)kimischen Studien (Phase | und II)
bereits erfolgreich getestet werden (Dees et @052Hotte et al., 2006; Sausville et al., 2001;
Welch et al.,, 2007, http://clinicaltrials.gov), wakiinftig eine gezielte Behandlung

therapieresistenter Tumore ermdglichen wirde.

5.1.1 Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-Uberexprmierenden Jurkat-
Zellen

Wahrend der Untersuchung der Staurosporin-inderieApoptose in Jurkat- und DT40-
Zellen konnten folgende Ergebnisse gezeigt werden:
1. Staurosporin induziert Apoptose in Bcl-2-Uberexpeienden Jurkat- und DT40-
Zellen.
2. Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-Uberexperenden Jurkat- und DT40-
Zellen verlauft Caspase-abhéangig.
3. Staurosporin induziert Apoptose in Jurkat-ZellenAbwesenheit von Apaf-1 und
Apoptosom-Bildung.
4. Caspase-9 ist fur die Staurosporin-induzierte Aps@in DT40-Zellen essentiell.
Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 (Vaux et ab88) ist vor allem an der &uf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert. Durch die Bindungd Inhibierung pro-apoptotischer
Proteine (z.B. Bad, Bim, PUMA) (Cheng et al., 199@ng et al., 1995, Chen et al., 2005)
sowie die Inhibierung der Permeabilisierung deregief® Mitochondrienmembran (Forte und
Bernardi, 2006; Yang et al., 1997) sorgt unter amatedieses Protein fir den Schutz der Zelle
vor der Aktivierung des mitochondrialen Apoptosefilweges. Der genaue Mechanismus
des Zusammenspiels anti- und pro-apoptotischerimoizur Apoptose-Regulation wird in
der Literatur allerdings noch diskutiert (Chipukdu@reen, 2008). Obwohl bekannt ist, dass
Staurosporin in direkter Weise den mitochondriafgoptose-Signalweg unabhéngig vom
Todesrezeptor-Signalweg induziert, konnte daribeaus in verschiedenen Zellsystemen
gezeigt werden, dass eine Bcl-2-Uberexpression einek vollstandigen Blockierung des
mitochondrialen Apoptose-Signalweges nach Staurosiehandlung fihrt (Johnson et al.,
1999, Doktorarbeit Joachim Manns) und Staurospaoriter Lage sein muss, einen weiteren
Bcl-2-unabhéngigen Signalweg zu induzieren. Zurteven Untersuchung der Staurosporin-
induzierten Apoptose wurden in dieser Arbeit Bal#rexprimierende Jurkat-Zellen (J16-,

JEG.1-Zellen) generiert. Allerdings stellte sichtirder gezeigten Bcl-2-Uberexpression die
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Frage, ob dadurch die Aktivierung des mitochondnaRhpoptose-Signalweges vollstandig
inhibiert wird. Die Untersuchungen der Bcl-2-Ubgyemierenden J16- und JE6.1-Zellen
hinsichtlich der Cytochrom c-Freisetzung aus demtobkiondrium nach Inkubation mit
verschiedenen apoptotischen Stimuli sollte zur kigr dieser Frage beitragen. So zeigt
Abbildung 4.2, dass die Bcl-2-Uberexpression in d&6-Zellen ausreichend Schutz vor der
Freisetzung des Cytochrom ¢ und damit der Aktivigrdes mitochondrialen Apoptose-
Signalweges bietet, die Bcl-2-Uberexprimierender6.IJ&Zellen hingegen sowohl nach
Inkubation mit Etoposid als auch mit Staurosporytc€hrom c frei setzen. Demnach konnte
mit der Bcl-2-Uberexpression in den JE6.1-Zellemé&eBlockierung des mitochondrialen
Apoptose-Signalweges erreicht werden. Im MTT-Test@berprufung der Zellviabilitat der
generierten Zelllinien nach der Inkubation mit déodesrezeptorstimulus TRAIL, mit dem
Chemotherapeutikum Etoposid und mit dem Kinaseitdilstaurosporin schitzt die Bcl-2-
Uberexpression die J16-Zellen vor Abnahme der Zllitat nach Etoposid-Behandlung
und dardber hinaus auch nach TRAIL-Behandlung (Wobig 4.3A). Die Tatsache, dass
auch TRAIL nicht in der Lage ist, die Zellviabilitder Bcl-2-tiberexprimierenden J16-Zellen
zu reduzieren, ist auf die Besonderheit von Ty@dllen zuriickzufihren, zu denen das
Jurkat-Zellsytem zahlt (Scaffidi et al., 1998).Tipp 1I-Zellen erfolgt die Apoptose-Induktion
nach Rezeptorstimuli charakteristischerweise naen Bildung des DISC Uuber das
Mitochondrium, so dass die Aktivierung des extisiohien Apoptose-Signalweges durch Bcl-2
blockierbar wird oder - wie in Engels et al. geteigzumindest zeitlich verzégert und mit
geringerer Intensitat ablauft (Engels et al., 20@@nliches ist auch bei den JE6.1-Zellen zu
beobachten. Zusatzlich zu dem Ergebnis, dass di@-Bberexpression in den JE6.1-Zellen
fur den Schutz vor der Cytochrom c-Freisetzungtréctsreicht, konnte nach Behandlung der
JEG6.1-Vektor-Zellen und den JEG6.1-Bcl-2-Zellen niitoposid und Staurosporin eine
Abnahme der Zellviabilitdt beobachtet werden. Autlden Bcl-2-Uberexprimierenden J16-
Zellen nimmt die Zellviabilitat nach Staurosporimkuibation ab (Abbildung 4.3A), was
allerdings auf einen alternativen Signalweg hindgutia der mitochondriale Apoptose-
Signalweg durch die Blockierung der Cytochrom ciggzung durch die Bcl-2-
Uberexpression verhindert wird. Da anhand eines M&3ts keine Aussage uber die Art des
Zelltodes getroffen werden kann, wurde mit Hilfer denalyse der hypodiploiden Nuclei
gezeigt, dass die verwendeten Stimuli (TRAIL, E&gdp Staurosporin) in den J16-Vektor-
Zellen und JEG6.1-Vektor-Zellen Apoptose induzief@bildung 4.4A und 4.4B). In den
Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen kann dartbeaitrs durch TRAIL und vor allem auch

Staurosporin eine Zunahme der hypodiploiden Nuwmdeibachtet werden (Abbildung 4.4A).
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Die Apoptose-Induktion durch Etoposid ist in dieZetllinie geblockt, was ebenfalls auf die
Inhibierung der Cytochrom c-Freisetzung durch di@-BUberexpression zuriickzufiihren
war. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hsg 8taurosporin in der Lage ist, nicht nur
Uber die Aktivierung des mitochondrialen Apoptosgr8lweges, sondern darlber hinaus
auch uber einen neuartigen, durch Bcl-2 nicht bertlaren Signalweg, Apoptose auszulésen.
Weiter unterstrichen wird dies durch das Ergebdess die Staurosporin-Inkubation von
Bcl-2-tberexprimierenden J16-Zellen Caspase-Aktinig induziert (Abbildung 4.4C).

Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 sorgt fur eBleckierung der Permeabilisierung der
aulReren Mitochondrienmembran (Forte und Bernai@d6®, was die Freisetzung von pro-
apoptotischen Faktoren wie z.B. Cytochrom c¢ nackubdation mit verschiedenen
mitochondrialen ~ Stimuli  verhindert und zur Erhatjun des mitochondrialen
Membranpotenzials beitragt. Nach einer kontroverBeskussion in der Literatur konnte
dariber hinaus gezeigt werden, dass Cytochrom isdfreng und Verdnderung des
Membranpotenzials entkoppelte Ereignisse sind uagb d_etzteres Caspase-9-abhéngig ist
(Samraj et al., 2007). Abbildung 4.5 zeigt das Brige einer Untersuchung zur Erhaltung des
mitochondrialen Membranpotenzials nach Inkubatiam \Bcl-2-tberexprimierenden J16-
Zellen mit verschiedenen apoptotischen StimuliZétien, die mit dem Leervektor transfiziert
worden waren, konnte nach Behandlung von Etoposidl Staurosporin ein Verlust des
mitochondrialen Membranpotenzials beobachtet wer@eese Wirkung der beiden Stimuli
konnte auch von einer weiteren Arbeitsgruppe geézergrden (Rehm et al.,, 2009).
Dahingegen fiihrte die Bcl-2-Uberexpression, wieeltgeraus anderen Arbeiten bekannt
(Klohn et al.,, 2003; Susin et al., 1996; Zamzami at, 1996), zum Erhalt der
Mitochondrienmembranintegritat und damit zur Blasking der Freisetzung pro-
apoptotischer Faktoren infolge Etoposid-Inkubatidq@bbildung 4.5). Wie bereits
beschrieben, aktiviert auch Staurosporin den mandhalen Apoptose-Signalweg (Zhang et
al., 2004), welcher in den Bcl-2-Uberexprimieremedt6-Zellen blockiert ist. Dennoch
zeigen die Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen ratgurosporin-Behandlung einen Verlust
des mitochondrialen Membranpotenzials, wenngleisthaeduziert. Zusammengefasst wird
deutlich, dass Staurosporin auf Grund der Blockigrades mitochondrialen Signalweges
infolge Bcl-2-Uberexpression zwar keine Freisetzumgn Cytochrom ¢ aus dem
Mitochondrium induzieren kann (Engels et al., 200@)I. auch Abbildung 4.2A), aber in
Abhangigkeit von Caspasen dennoch eine Veranderuigs mitochondrialen
Membranpotenzials — im Gegensatz zu Chemotherdaedtbewirken kann (Samraj et al.,

2007). Diese Tatsache unterstltzt die Aussage, &ssrosporin neben der direkten
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Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalwegenen weiteren Mechanismus zur
Apoptose-Induktion unabhéngig vom Mitochondriumerbbhangig von Caspasen aktivieren
kann.

Nach den bereits beschriebenen Untersuchungen tauroSporin-induzierten Apoptose in
Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen sollte weiterezgigt werden, inwiefern es
wahrenddessen zur Prozessierung verschiedener, tdgsepelevanter Proteine kommt
(Abbildung 4.6). Mit der Initiatorcaspase-9 und ddfektorcaspase-3 sollte die Beteiligung
der zentralen Caspasen des intrinsischen Apoptigeai®eges tUberpruft werden. Durch die
Untersuchung der PARP-Prozessierung konnte zusammtester Aktivierung der Caspasen
die Apoptose-Induktion getestet werden. In Ubetamaung mit der Literatur (Stepczynska
et al., 2001; Wesselborg et al., 1999; Yamaki et 2002) fuhrte die Inkubation der J16-
Vektor-Zellen mit Etoposid und Staurosporin zur Z&ssierung der Caspase-9, Caspase-3
und zur Spaltung von PARP. Mit zeitlicher Verzogeguwurde Gleiches in den Bcl-2-
Uberexprimierenden J16-Zellen beobachtet. Allerslifghrte die geringe Spaltung der
Initiatorcaspase-9 trotzdem zur Aktivierung der @@®-3 und dadurch auch zur
Prozessierung des Caspase-Substrats PARP. Letztledtatigt dieses Ergebnis die
vorangegangen Beobachtungen. Durch die Bcl-2-Ulpeession konnte nur ein Teil der
Staurosporin-induzierten Apoptose geblockt werd®as Vorhandensein eines Bcl-2-
unabhangigen, Staurosporin-induzierten Apoptosedbigeges zeigte sich auch in der
reduzierten Caspase-Aktivierung (Abbildung 4.4), derringerten Zellviabilitat (Abbildung
4.3) und der geringen Veranderung der IntegritéiMieochondrienmembran (Abbildung 4.5)
in Bcl-2-tberexprimierenden J16-Zellen.

Nachdem verschiedene Arbeitsgruppen (Belmokhta.e2001; Zhang et al., 2004) neben
der Caspase-abhéngigen Aktivierung des mitochdedriapoptose-Signalweges auch einen
spater einsetzenden Caspase-unabhangigen Apoptrsdvi&®g nach Staurosporin-
Behandlung zeigen konnten, wurde uberprift, ob Stiurosporin-induzierte Apoptose in
Bcl-2-Uberexprimierenden J16-Zellen zentral Uberspgasen verlauft. Da der in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen beobachtete Ssporm-Effekt bereits nach 3h
(Abbildung 4.6) eintritt, jedoch der von Belmokhttral. beschriebene Bcl-2- und Caspase-
unabhangige Apoptose-Signalweg eine langere Kiratilwveist (Belmokhtar et al., 2001),
ware es nahe liegend, dass auch dieser durch Spauno-induzierte Apoptose-Signalweg
Caspase-abhangig ist. Diese Frage konnte eindee&igtwortet werden, da nach Inkubation
mit dem Pan-Caspaseinhibitor QVD-OPh die Stauraspoduzierte Apoptose sowohl in den
J16-Vektor-Zellen als auch in den J16-Bcl-2-Zeldarhindert werden konnte. Demnach
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konnte gezeigt werden, dass dieser neuartige, Bcabhéngige Apoptose-Signalweg uber
die Aktivierung von Caspasen ablauft.

Der lysosomale Signalweg stellt eine weitere Mdttat der Apoptose-Induktion dar. Das
Lysosom fungiert neben seinen Aufgaben, wie z.Bn déerdau endogenen und exogenen
Materials, auch als Schaltstelle wahrend des ZHl{@&-erri und Kroemer, 2001; Jaattelda und
Tschopp, 2003; Leist und Jaatteld, 2001). Nachldakan mit verschiedenen apoptotischen
Stimuli werden die Cathepsine B, D und L aus demsodpmalen Lumen ins Zytosol
freigesetzt (Foghsgaard et al., 2001; Guicciardilet2000; Nilsson et al., 1997; Yuan et al.,
2002). Es konnte auch bereits eine Staurosporimitteite Cathepsin D-Freisetzung aus dem
Lysosom gezeigt werden(Bidere et al., 2003). InF@ge kommt es durch das freigesetzte
Cathepsin D zum Einbau des pro-apoptotischen Po®ax in die Mitochondrienmembran
und zu einer selektiven Freisetzung des Apoptodezierenden Faktor (AIF), welcher einen
Caspase-unabhéangigen Zelltod auslést (Arnoult.e2@02; Dumont et al., 2000; Susin et al.,
1999). AulRerdem wird beschrieben, dass Staurospr@n den lysosomalen Signalweg in
zwei Phasen Zelltod induzieren kann, wobei die drilbhase als Caspase-unabhangig
beschrieben wird und die spate Phase als Casphéegil (Deas et al., 1998). Dafir spricht
auch die Beobachtung, dass in der frihen Phasehdiggdich AIF und kein Cytochrom c
freigesetzt wird (Jaattela et al., 2004). Vergleictan nun diese Beobachtung mit dem hier
vorgestellten Bcl-2-unabhéngigen Apoptose-Signajwaeyg stellt man fest, dass es sich in
diesem Fall vermutlich nicht um den durch AIF inguten Zelltod handeln kann, da der
Staurosporin-induzierte Signalweg Caspase-abhangfig Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten auch beobachten, dass durch die spezifisdhbition von Cathepsin D durch
Pepstatin A die Cathepsin-vermittelte Cytochromreigetzung und Caspase-Aktivierung
inhibiert und damit die Aktivierung des Zelltodsobkiert wird (Jaattela et al., 2004;
Johansson et al., 2003). Da jedoch in der Literdaniber hinaus beschrieben wird, dass
Bcl-2-Uberexpression Apoptose trotz Freisetzungdgsnaler Faktoren (z.B. Cathepsin D)
verhindern kann (Boya et al., 2003), muss durchteseiUntersuchungen in den Bcl-2-
Uberexprimierenden J16-Zellen eine mogliche Caihepsteiligung Gberprft werden.

In diesem Zusammenhang sollen die Arbeiten von &Gladsen et al. erwahnt werden (Gyrd-
Hansen et al., 2006). So konnte ein Sighalweg beeten werden, der durch eine Caspase-9-
abhangige Permeabilisierung der lysosomalen Membrabhangig von der Apoptosom-
Bildung und von Cytochrom c-Freisetzung zur Freigeyy von Cathepsinen aus dem
Lysosom flhrt. Auch Bcl-2 bietet in diesem Signaiwesinen ausreichenden Schutz, da die

freigesetzten Cathepsine in diesem Fall unabh&dgg Mitochondriums programmierten
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Zelltod auslosen kénnen. Auch der in dieser Arbegchriebene Apoptose-Signalweg kann
als Bcl-2-unabhéngig (Abbildung 4.2 und 4.7), Amgatm-unabhangig (Abbildung 4.16 und
4.17), aber Caspase-9-abhangig (Doktorarbeit Joadanns) bezeichnet werden. Um eine
Aussage Uber eine mdgliche Cathepsin-Beteiligungprerid der Staurosporin-induzierten
Apoptose treffen zu kdnnen, muss die Apoptose-ltidaknach der Kombination von
Staurosporin und eines Cathepsininhibitors in einestterflihrenden Experiment untersucht
werden.

In der Literatur werden dartber hinaus auch Catpame wichtige Rolle innerhalb der
Zelltodprozesse zugeschrieben. Diesé"@ahangigen Cysteinproteasen sind in der Lage,
sowohl pro-als auch anti-apoptotische ProteineziBe p53 (Pariat et al., 1997), Bcl-2 (Gil-
Parrado et al., 2002), Bc|-XNakagawa und Yuan, 2000) und Caspase-9 (Chuia €080)

zu spalten. Diese Spaltung bendtigt keine Cytochedrneisetzung und ist somit unabhangig
vom Mitochondrium. Auch fur den in dieser Arbeitsibhriebenen Apoptose-Signalweg
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung unabiggmon der Cytochom c-Freisetzung
erfolgt. Die Calpain-vermittelte Spaltung des apbptotischen Proteins Bcl-2 fuhrt zu
Apoptose-Induktion (Gil-Parrado et al., 2002). E&revdenkbar, dass Staurosporin durch die
Inhibition bestimmter Kinasen auch die Aktivierungn Calpainen bewirken kdnnte und
dadurch die Spaltung von Caspase-9 in den Bcl-2epemierenden Jurkat-Zellen und die
damit einhergehende Apoptose verursachen kann.eDi¥ermutung steht jedoch die
Beobachtung von Tan et al. gegenlber (Tan et &06)2 dass in Abwesenheit der
regulatorischen Untereinheit der- und m-Calpaine die Apoptose nach Staurosporin-
Inkubation in Mausfibroblasten sogar erhtht wirdicA die Tatsache, dass die Calpain-
vermittelte Spaltung der Caspase-9 zu deren Inakting fuhrt, spricht gegen eine
Beteiligung von - und m-Calpainen. Allerdings muss in weiteren Adre die Beteiligung

von gewebsspezifischen Calpainen tberprift werden.

5.1.2 Staurosporin induziert Apoptose trotz Bcl-2-Uberexpession in DT40-

Zellen

In der B-lymphozytaren Hiuhner-Zelllinie DT40 wurder beschriebene alternative, Bcl-2-
unabhangige Apoptose-Signalweg weiter untersuctds DT40-Zellsystem eignet sich
hierfir aufgrund der Tatsache, dass es eine holte Bi@ndiger Genkonversion und
homologer Rekombination aufweist (Buerstedde unkeda, 1991). So konnte neben der

Generierung einer Bcl-2-Uberexprimierenden DT40Ae vor allem auch eineapaf-1
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defiziente und eineaspase-Qefiziente DT40-Zelllinie generiert werden und zueiteren
Aufklarung und Bestatigung der bisherigen Ergelmiseitragen. Mit der Analyse der
hypodiploiden Kerne und der Caspase-Aktivierunghn@taurosporin-Inkubation konnte klar
gezeigt werden, dass Staurosporin in wild-typiscBa@0-Zellen Apoptose und Caspasen
aktivieren kann und dementsprechend ein geeigndteellsystem darstellt. Auffallig war
der Verlauf der Kurve in Bezug auf die eingese&ti@urosporin-Konzentration bzw. auf die
Dauer der Inkubation (Abbildung 4.8). In beiden I€&&lwurde nach einem anfanglichen
Anstieg ein Plateau erreicht. Allerdings konnte watter durch die Erhdéhung der
Staurosporin-Konzentration (Abbildung 4.8A) oderratudie Lange der Inkubationsdauer
(Abbildung 4.8B) ein weiterer Anstieg beobachtetrdem. Dies lasst sich z.B. dadurch
erklaren, dass die durch Staurosporin inhibiertémagen durch verschiedene Staurosporin-
Konzentrationen inhibiert werden und somit die sihdige Inhibition aller Staurosporin-
inhibierten Kinasen erst bei hoheren Konzentratioeereicht werden konnte. Ahnliches
konnte auch auf die Inkubationsdauer zutreffen. INaen Beobachtungen in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen sollte die Stguwas-induzierte Apoptose in DT40-
Zellen mit Hilfe Bcl-2-Uberexprimierender DT40-Zal untersucht werden. Nach der
erfolgreichen Bcl-2-Uberexpression (Abbildung 4@)rde gezeigt, dass die Freisetzung des
Apoptose-Mediators Cytochrom ¢ aus dem Mitochomdrinbach Staurosporin-Inkubation
verhindert werden konnte (Abbildung 4.10). Zwar ka® in Bcl-2-Gberexprimierenden
DT40-Zellen auch nach Inkubation mit Etoposid zueeiFreisetzung von Cytochrom c, dies
ist allerdings vermutlich auf einen bereits bessbenen Apoptose-Signalweg in DT40-Zellen
zuruckzufihren (Korfali et al., 2004). Im Mittelpktndieses Apoptose-Signalweges steht die
Effektorcaspase-7, wobei der genaue Mechanismus mogeklart ist. Uber die Aktivierung
dieses Apoptose-Signalweges durch Etoposid in DAellen kdonnte es zur Stérung der
Mitochondrienmembranintegritat und somit zur Friziseg des Cytochrom ¢ kommen. Dies
erklart auch den Verlust der Zellviabilitdt sowamlden DT40-Vektor-Zellen als auch in den
DT40-Bcl-2-Zellen nach Behandlung mit Etoposid. NaStaurosporin-Inkubation beider
Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Staurospatioh in DT40-Bcl-2-Zellen zu einem
teilweisen Verlust der Zellviabilitat fuhrte. Diekonnte auf das Vorhandensein eines
alternativen, Bcl-2-unabhéngigen Apoptose-Signaeseig DT40-Zellen hindeuten, was mit
der Beobachtung bestatigt werden konnte, dass dawalen DT40-Vektor-Zellen als auch
in den DT40-Bcl-2-Zellen durch Staurosporin Apoptomduziert wurde. Die in den
Vektorkontrollzellen durch den anti-BCR-Antikorp®&d4, der in DT40-Zellen Apoptose

induziert, ausgeldste Apoptose wurde, wie beratsanderen Arbeitsgruppen in primaren B-
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Zellen beobachtet, durch die Bcl-2-Uberexpressiernindert (Wen et al., 2003). Analog zu
den Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen konnteércld die Anwesenheit des Pan-
Caspaseinhibitors QVD-OPh der alternative, durclaufisporin-induzierte Apoptose-
Signalweg in Bcl-2-Uberexprimierenden DT40-Zellels &£aspase-abhangig identifiziert
werden (Abbildung 4.13). Die Zunahme der hypodigdoi Nuclei bei den Bcl-2-
Uberexprimierenden DT40-Zellen nach Mitomycin Cdhb#tion ist vermutlich ebenfalls auf
den bereits erwahnten Caspase-7-vermittelten AgegBignalweg zuriickzufuhren.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassoSpawin in DT40-Zellen ahnlich wie in
den Jurkat-Zellen einen alternativen, Bcl-2-unalgigen Apoptose-Signalweg mit Hilfe von

Caspasen aktivieren kann.

5.1.3 Staurosporin fihrt zu Apoptose-Induktion in apaf-1-defizienten DT40-

Zellen

In einer friheren Arbeit aus unserem Labor (Doktwed# Joachim Manns) wurde gezeigt,
dass in SKmel94 Zellen, einer Apaf-1-defizientenlanemzelllinie, durch die Behandlung
mit Staurosporin Apoptose induziert werden kann.n\eerschiedenen Arbeitsgruppen
konnten dariiber hinaus verschiedene Apaf-1-unalngber auch Caspase-unabhéangige
Signalwege beschrieben werden (Belmokhtar et @032Henderson et al., 2005; Marsden et
al., 2004). Die Skmel94-Zelllinie wurde zunédchst Apaf-1-defizient beschrieben (Soengas
et al., 2001). Allerdings konnte mittlerweile in s@amem Labor gezeigt werden, dass die
Expression dieses Proteins in Skmel94-Zellen anffjrepigenetischer Regulation oszilliert.
Deshalb sollte in einem weiteren Zellsystem untehtswerden, ob Staurosporin unabhangig
vom Apoptosom Apoptose induziert. Fur die Frage,dals Adapterprotein Apaf-1 in der
Staurosporin-induzierten Apoptose eine zentraldeRshnimmt, wurde einapaf-17- DT40-
Zelllinie generiert, so dass nun in einem genetaeimierten System diese Frage beantwortet
werden konnte. Die anschlieBende Untersuchung gmptdse-Induktion in dempaf-1-
defizienten DT40-Zellen machte deutlich, dass niar Beil der Staurosporin-induzierten
Apoptose durch die Abwesenheit des Adapterproteimaf-1 geblockt wurde. Dies zeigt,
dass Staurosporin in der Lage ist, Apoptose unaiparom Apoptosom zu induzieren. In
DT40-Zellen ist der bereits erwahnte Caspase-7-Wigite Apoptose-Signalweg als
Cytochrom c-unabhangig beschrieben (Ruiz-Vela et 4999). Aul3erdem weisen
caspase-7"~ DT40-Zellen nach Staurosporin-Inkubation eine weanch deutlich reduzierte

Apoptoserate dhnlich der Bcl-2-Uberexprimierenddd @ Zellen auf (Korfali et al., 2004), so
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dass die Caspase-7 in der Staurosporin-induziekgoptose in DT40-Zellen eine Rolle
spielen konnte.

Fasst man die bisher analogen Ergebnisse aus dewat-Jund dem DT40-Zellsystem
zusammen, so kann an diesem Punkt davon ausgegareyden, dass der Staurosporin-
induzierte Apoptose-Signalweg in Bcl-2-Uberexprirar@len DT40-Zellen ebenfalls
unabhangig vom Apoptosom aktiviert werden kann.

5.1.4 Staurosporin-induzierte Apoptose erfolgt Apoptosomdnabhéngig

Nachdem durch die Generierung eiraaf-1 © DT40-Zelllinie herausgefunden werden
konnte, dass Staurosporin in DT40-Zellen nichtumabhéngig des Mitochondriums, sondern
auch unabhangig des Apoptosoms Apoptose aktivikoemte, sollte nun auch in Jurkat-
Zellen der Frage nachgegangen werden, ob Staurosggpoptose unabhangig vom
Apoptosom induzieren kann. Um ausschlie3lich einssage bezuglich der Staurosporin-
induzierten Apoptose ohne Aktivierung des mitoch@aldn Apoptose-Signalweges treffen
zu konnen, wurden deshalb Bcl-2-tUberexprimierend&al-Zellen zum einen in einer Co-
Immunaufreinigung hinsichtlich der Apoptosom-Bildunnach Staurosporin-Inkubation
untersucht. Zum anderen wurde die Bildung diesehmolekularen Komplexes in diesen
Zellen nach Staurosporin-Behandlung mittels Gedfilon analysiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass durch die Inkubation der Bcl-2-Ubeatiexprenden Jurkat-Zellen mit
Staurosporin bis zu 6 h trotz Caspase-9-Prozesgjekeine Bildung des Apoptosoms
nachgewiesen werden konnte, da uUber den verwendat@nrCaspase-9-Antikdrper
ausschlieBlich Caspase-9 aufgereinigt und nichtf-Apeo-aufgereinigt wurde (Abbildung
4.17). Staurosporin scheint somit eine Aktivierudgr Caspase-9 unabhéngig vom
Apoptosom induzieren zu konnen. Zur UberprifungeeErgebnisses wurde aulRerdem eine
Gelfiltration durchgefihrt. In den Kontrolllysatdagen Apaf-1 und Caspase-9 in keinem
hochmolekularen Komplex vor. Die Aktivierung der gpase-9 ist vermutlich auf die
raumliche Nahe der Caspase-9 auf der Saule zurfitkzm (nduced proximity modgl
(Salvesen und Dixit, 1999). Unterstitzt wird digdeobachtung durch die Tatsache, dass
ausschlief3lich das p35 Fragment der Caspase-Stigetekerden konnte, welches durch die
autokatalytische Prozessierung der Caspase-9 afPadtion PEPB® (Zou et al., 2003)
entsteht. Trotz Abwesenheit des Apoptosoms zeigteddzugehdrige Caspase-Assay eine
geringe Caspase-3-Aktivierung in den Fraktioneid 6nd 10 (Abbildung 4.18). Da in diesen
Fraktionen Caspase-3 nur innerhalb eines hochmialetu Komplexes eluiert werden

konnte, konnte diese Beobachtung an dieser Stielle geklart werden und bedarf weiterer
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Optimierung. Durch Zugabe von Cytochrom ¢ und dAddAnte in der Gelfiltration dién
vitro Bildung des Apoptosoms gezeigt werden (Abbildunty/4 Fraktion 6 und 7). Die
vitro Apoptosom-Bildung nach Zugabe von Cytochrom ¢ uAd Rl lauft sehr schnell ab,
wodurch nur eine geringe Detektion der CaspaseFahktion 7 und 8 und dartiber hinaus die
vollstandige Prozessierung der Caspase-9 zu betvaish (Abbildung 4.17, Fraktion 9 - 11).
Der Caspase-Assay bestatigt diese Beobachtungenildabg 4.18A). Die Tatsache, dass
nach Staurosporin-Inkubation und anschlieBendetréufiung der Lysate Uber die Séaule
Apaf-1 und Caspase-9 nicht in den gleichen Fraktiorie in der Kontrolle detektiert werden
konnte, zeigt, dass keine Bildung des Apoptosomgh n&taurosporin in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen erfolgt. Allerdnigonnte sowohl unprozessierte als auch
die prozessierten Formen von Caspase-9 detekterden. Dies bedeutet, dass Staurosporin
die Aktivierung von Caspase-9 mit Hilfe eines urdiakten Mechanismus vermitteln kann.
Da beide prozessierten Formen vorliegen, scheint neben der autokatalytischen
Prozessierung am PEPD auch zu einer Prozessierung durch die Effektoases{s am
DQLD** (Zou et al., 2003) zu kommen, jedoch ohne Bilddeg Apoptosoms. AuRBerdem
zeigte der dazugehorige Caspase-Assay eine hohga$ga8-Aktivierung sowohl in den
Fraktionen 5-7 als auch in der Fraktion 10. Wezelis erwadhnt, konnte Caspase-3 nur
innerhalb eines hochmolekularen Komplexes in di¢aktionen eluiert werden (Abbildung
4.18B). Diese Beobachtung kann erst durch weitgpéin@erung genauer erklart werden.
Dennoch kann man zusammenfassen, dass sowohl gelnis der Co-Immunaufreinigung
als auch der Gelfiltration darauf hinweisen, datsuf®sporin unabhéngig vom Apoptosom
eine Caspase-9-Aktivierung und damit die Aktiviegutes Selbstmordprogramms der Zelle

bewirken kann.
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In der Literatur werden neben dem Cytochrom c/Ap&faspase-9-Signalweg mehrere
Apaf-1-unabhangige Wege beschrieben:
1. Apoptosom-unabhangiger  Apoptose-Signalweg in leugémen Mausezellen
(Belmokhtar et al., 2003)
2. Bcl-2-regulierte Caspase-Aktivierung unabhangig vApoptosom in hdmatopoetischen
Mausezellen (Marsden et al., 2004)
3. Apoptosom-unabhéngige Aktivierung des lysosomaleglltafls via Caspase-9 in
Mausefibroblasten (Gyrd-Hansen et al., 2006)
4. ER-stress induzierter, Apoptosom-unabhangiger Sigra in humanen leuk&mischen
T-Zellen (Lopez-Anton et al., 2006; Nakagawa et2000)
5. Apoptosom-unabhéngige Caspase-Aktivierung durchlieBsominhibitoren in humanen
Fibroblasten (Henderson et al., 2005)
Da aus den Ergebnissen dieser Arbeit und aus vegamgenen Experimenten bereits
bekannt ist, dass der hier beschriebene neuartggptdse-Signalweg Bcl-2-unabhangig,
Apoptosom-unabhéngig, aber Caspase-9-abhangidleht die Frage offen, welcher der
angefuhrten Mechanismen in der Staurosporin-indienieApoptose beteiligt sein konnte. So
beschreiben Belmokhtar et al. (Belmokhtar et £103) und Marsden et al. (Marsden et al.,
2004) zwar eine Apoptosom-unabhangige Aktivierures dSelbstmordprogramms, diese
erfolgt in beiden Fallen jedoch Caspase-9-unablgingiuch der Mechanismus der
Apoptosom-unabhéangigen Caspasen-Aktivierung nakbbltion mit Proteasominhibitoren
kann diesem neuartigen Signalweg nicht zugrundgetie da Henderson et al. eine
Aktivierung des Apoptose-Programms in Bcl-2-abhgagi aber Caspase-9-unabhangiger
Weise beschreiben (Henderson et al., 2005). Ahgsikann sowohl in Mausefibroblasten als
auch in humanen leukdmischen T-Zellen, eine Caspdsdivierung unabhangig vom
Apoptosom erreicht werden. Wie aber schon in Abgthnl.1 diskutiert, stehen die von
Gyrd-Hansen et al. beschriebenen Ergebnisse in fildanislasten im Gegensatz zu den
Ergebnissen Uber den Einfluss des Lysosoms in hemaelllinien. Somit muss davon
ausgegangen werden, dass hier ein Unterschiedrilidezierung der Apoptose Uber den
lysosomalen Signalweg in den unterschiedlichen @sgaen vorliegt. Eine Beteiligung des
lysosomalen Signalweges wahrend des hier bescheab8ignalweges muss deshalb weiter
untersucht werden. Anders verhélt sich dies bei demLopez-Anton et al. publizierten ER-
Stress-induzierten, Apoptosom-unabhéngigen Sigriplilvepez-Anton et al., 2006). Bereits
2003 konnte ein Rezeptor-unabhangiger, Cytochronunathangiger, Apoptosom-
unabhangiger, aber Caspase-9-abhéngiger Apoptgseleg identifiziert werden, der
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durch Cephalostin 1, einem Naturstoff marinen Uregs, induziert werden kann (Dirsch et
al., 2003). Der Mechanismus wurde durch Lopez-Ambal. weiter charakterisiert. Es wurde
eine ER-Stress-induzierte Aktivierung der ER-lokigliten Caspase-4 und eine darauf
folgende Caspase-9-Aktivierung unabhangig von deoptosom-Bildung gezeigt. Da diese
Untersuchungen in humanen Jurkat-Zellen durchgefitbrden, muss in weiteren Arbeiten
Uberpriuft werden, ob wahrend der Staurosporin-iredten Apoptose die Aktivierung der
Caspase-4 erfolgt. Allerdings besitzt Staurospdmin Potenzial als ER-Stress-Induktor
(Nakagawa et al., 2000), so dass der MechanismusCdspase-4-Aktivierung in diesem

Zusammenhang noch nicht verstanden ist.

5.1.5 caspase-dlefiziente DT40-Zellen zeigen keine Staurosporimduzierte
Apoptose
Neben dem Adapterprotein Apaf-1 spielt die Inittatspase-9 eine zentrale Rolle im
mitochondrialen Apoptose-Signalweg (Boatright et aD03). Im Jurkat-Zellsystem wurde
die Caspase-9 bereits als essentiell fur die Ssaorm-induzierte Apoptose identifiziert.
Zunachst sollte die Frage geklart werden, ob Caspas der B-lymphozytaren Huhner-
Zelllinie DT40 eine ahnliche Rolle einnimmt wie inumanen Jurkat-System. Hierfir wurde
eine caspase-9” DT40-Zelllinie erfolgreich generiert. In diesen|lBe war Staurosporin
nicht mehr in der Lage, Apoptose zu induzieren (fhimg 4.20A). Auch konnte in
caspase-d”- DT40-Zellen keine Caspase-3-Aktiverung durch Stsporin-Behandlung
erreicht werden (Abbildung 4.20B). Diese Ergebnigs#sen darauf hin, dass auch in der
B-lymphozytaren Huhner-Zelllinie DT40 die Staurospenduzierte Apoptose zwar Bcl-2-
und Apoptosom-unabhangig, aber Caspase-9-abhareglguft und die in dieser Arbeit
generierten, genetisch eindeutig definierten DT40uzien (Bcl-2-Uberexprimierende DT40-
Zelllinie, apaf-1” DT40-Zelllinie, caspase-9"~ DT40-Zelllinie) sich daher fiir die weitere
Aufklarung dieses neuartigen Apoptose-Signalwegsen.

5.2 Mechanistische Aspekte der Staurosporin-induzierte\poptose

Da der in dieser Arbeit beschriebene neuartige A&m@pSignalweg durch den
Kinaseinhibitor Staurosporin induziert wird, liedte Vermutung nahe, dass die Apoptose-
Induktion durch eine Verdnderung des Phosphoryligsmusters bestimmter Proteine
hervorgerufen wird (Abbildung 5.1). Staurosporihats potenter Breitbandinhibitor fur eine

Vielzahl von Ser/Thr- als auch Tyr-Kinasen beka(fabian et al., 2005), worunter sich auch
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anti-apoptotische Kinasen befinden. Allgemein kamen sagen, dass die Phosphorylierung
Apoptose-relevanter Proteine meist zu einer Inhilnig des apoptotischen Prozesses (Datta et
al., 1997; Datta et al., 2000; Hetman et al., 20d3yne und Murray, 1998; Ruvolo et al.,
1998; Wang et al., 2009) fuhrt, die Dephosphorylgr dagegen meist zu einer Aktivierung
(Brunet et al., 1999; Shibasaki und McKeon, 19%%iam et al., 1999; Wang et al., 1999). In
nur wenigen bisher bekannten Fallen bewirkt die sphorylierung eine Aktivierung des
apoptotischen Prozesses (Choi et al., 2009; Rdia&,e2005; Tran et al., 2007). Inwiefern
Staurosporin tatsédchlich den Phosphorylierungsstdar Initiatorcaspase-9 beeinflusst und
die Hemmung welcher Kinasen hierfir in Frage komsttbis jetzt noch nicht geklart und ist

Gegenstand des zweiten Teils dieser Arbeit.

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der moglidtn Regulationsmechanismen durch
Phosphorylierung

5.2.1 Spielt der Phosphorylierungsstatus der humanen Cagge-9 eine Rolle in

der Staurosporin-induzierten Apoptose?

Es ist bekannt, dass die Aktivierung der CaspadarBh die Phosphorylierung bestimmter
Ser/Thr-Reste inhibiert wird (Allan et al., 2003raBy et al., 2005; Cardone et al., 1998;
Martin et al., 2005). Um zu klaren, ob Staurospcgine der verschiedenen Caspase-9-
Kinasen beeinflusst, wurde mit der Préf)amond-Farbung versucht, eine Gesamtaussage
Uber den Phosphorylierungsstatus der Caspase-9 Imkeibation mit Staurosporin zu

bekommen. So wurde nach Staurosporin-Inkubatioe gmindsatzliche Abnahme der Pro-
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Q®Diamond-Farbung beobachtet (Abbildung 4.21). Diésrie allerdings sowohl auf die
Abnahme der Phosphorylierung als auch auf die Beiering der Caspase-9 und damit
einhergehender Abnahme der unprozessierten Foriickaufiihren sein. Dabei kénnte die
Prozessierung der Caspase-9 nach Staurosporin-@8ehgnsowohl durch die Aktivierung
des mitochondrialen Signalweges als auch durchimeheser Arbeit beschriebenen Bcl-2-
und Apoptosom-unabhangigen Weg erreicht werdenAbschnitt 4.2.3.4 konnte gezeigt
werden, dass der N-terminale c-myc-Tag der Caspasediesen Zellen die Bildung des
Apoptosoms verhindert (Abbildung 4.28). Die gleicBelllinie wurde auch fir die Pro-
Q®Diamond-Farbung verwendet, d.h. die ProzessieriergGaspase 9 kann ausschlieRlich
Uber den neuartigen Signalweg erfolgen. Auch inbe®gel sieht man eine Abnahme der
unprozessierten Caspase-9 (Abbildung 4.28), wasdallgs dafir spricht, dass die detektierte
Abnahme auf die Prozessierung der Caspase-9 zuiiitken ist. Da weder durch die Pro-
Q®Diamond-Farbung noch durch die Silberfarbung eiméafoung der prozessierten Form
der Caspase-9 erfolgte, bedarf dieser Ansatz n@iterer Optimierung. Erst dann kann eine
konkrete Aussage darlber getroffen werden, ob dienaAme der Farbung der
unprozessierten Form auf die Prozessierung odediau¥eranderung der Phosphorylierung
zurickzufihren ist. Parallel zu diesem Ansatz  wurdaulerdem eine
Phosphorylierungsanalyse der Caspase-9 mittels evlapsktrometerie angestrengt (im
Ergebnisteil nicht gezeigt). Diese Untersuchungesrden gegenwartig durchgefuhrt und

missen weiter optimiert werden.

5.2.2 Spezifische Inhibition einzelner Caspase-9-Kinaseinduziert keine

Apoptose in Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen

Staurosporin inhibiert eine Vielzahl der Ser/Thaber auch Tyr-Kinasen des humanen
Kinoms (Fabian et al.,, 2005) (http://tools.invitewgcom/downloads/ SelectScreen
Data_193.pdf). Aufgrund dieser unspezifischen Whidaweise kann Uber die Beteiligung
einzelner Kinasen an der Staurosporin-induziertpapdose keine Aussage getroffen werden.
Allerdings wurden bereits verschiedene Caspasen@d€n in der Literatur beschrieben (vgl.
Tabelle 4.1). Zu diesen Kinasen zahlt die Ser/Timake Akt, welche eine entscheidende
Rolle fiir das Uberleben der Zelle spielt, und atteeCaspase-9-Kinase identifiziert wurde
(Cardone et al., 1998). Die Akt-vermittelte Phosptierung an Ser° der humanen

Caspase-9 fuhrt zur Blockierung der Cytochrom cfApaermittelten Aktivierung der

Caspase-9. Allerdings muss noch geklart werderdasb$® allgemein eine Rolle innerhalb
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der Staurosporin-induzierten Apoptose einnimmtindaeiteren Saugern (Maus, Hund) diese
Phosphorylierungsstelle der Caspase-9 nicht vodramt (Fujita et al., 1999; Rodriguez et
al., 2000). Des Weiteren wurde ein Mitglied der M&Pamilie, Erk1/2, als Caspase-9-
Kinase des ¥ in zell-freien Extrakten au¥enopus laevis eggdentifiziert und eine daraus
resultierende Inhibierung der Cytochrom c-vernigiel Apoptosom-Aktivierung beobachtet
(Allan et al., 2003; Tashker et al., 2002). Aul3erdkonnte gezeigt werden, dass die
Proteinkinase C zeta (PKL nach Aktivierung durch hyperosmotischen Stress hdimane
Caspase-9 an™8 phosphoryliert und dies zur Inhibierung der Apafetmittelten Caspase-9-
Aktivierung fuhrt (Brady et al., 2005). Daruiber aus konnte die Phosphorylierung der
humanen Caspase-9 an’,SS®* und S der Proteinkinase A (PKA) zugeordnet werden
(Martin et al., 2005), was in einer gestérten Rekrung der Caspase-9 an Apaf-1 resultiert.
Da allerdings in Mutationsstudien diese Beobachgangicht weiter bestatigt werden
konnten, bleibt die Frage offen, inwiefern andeub<$rate der PKA einen Einfluss auf die
Apoptosom-Bildung ausiben kdnnen. Kirzlich konni@eadem gezeigt werden, dass die
periodische Phosphorylierung affTder humanen Caspase-9 durch CDK1/CyclinBL1 fiir eine
Regulation der Caspase-9 wahrend des Zellzyklugt send somit zur Regulation der
Apoptose wéahrend der Mitose beitragt (Allan undrkda 2007). McDonnell et al. haben
zusatzlich die Phosphorylierung der murinen Caspasa $*® durch die Caseinkinase 2
beobachtet (McDonnell et al., 2008). Allerdings ktendie Phosphorylierung der humanen
Caspase-9 durch die Caseinkinase fitro nicht bestétigt werden. Fiur die Beantwortung der
Frage, ob die oben beschriebenen Caspase-9-KimaserRolle wahrend der Staurosporin-
induzierten Apoptose spielen, wurden verschiedepezische Inhibitoren bekannter
Caspase-9-Kinasen eingesetzt. Nach der Analyse Adeahl hypodiploider Nuclei in
Vektorkontrollzellen und Bcl-2-Uberexprimierendenrkht-Zellen konnte gezeigt werden,
dass es durch Behandlung mit den spezifischen itoréim zu keiner Apoptose-Induktion
kommt. Dies deutet darauf hin, dass keine der befmnen Caspase-9-Kinasen in der
Staurosporin-induzierten Apoptose eine Rolle sp#dlerdings muss in weiteren Versuchen
sichergestellt werden, dass eine vollstandige Ihibibder Kinasen durch die eingesetzten
Konzentrationen erfolgt. AuRerdem wurden mit einAfgorithmus, der anhand bekannter
Phosphorylierungsstellen putative Phosphorylierstadien vorhersagt, weitere mdgliche
Caspase-9-Kinasen (vgl. Tabelle 4.2) ermitteltp(itcansite.mit.edu.motifscan_seq.phtml).
Der Effekt der entsprechenden spezifischen Inhibitavurde daraufhin getestet. Doch auch
hier zeigte keiner der verwendeten Inhibitoren eilm@ahme der hypodiploiden Nuclei. Ob

der Staurosporin-induzierten Apoptose ein Zusampiehserschiedener Kinasen zugrunde
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liegt, soll durch die Kombination verschiedener ilbiforen in weiteren Untersuchungen

Uberprift werden.

5.2.3 Untersuchung mechanistischer Aspekte der Staurospuor-induzierten

Apoptose mittels Phosphorylierungs-Mutanten der huranen Caspase-9

5.2.3.1 Phosphorylierungs-defiziente Alanin- und phosphoryierungs-mimikrierende

Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9

In einem weiteren Ansatz wurde durch die Genergrphospho-defizienter Alanin- und
phospho-mimikrierender Glutamat-Mutanten der Eggluerschiedener bereits beschriebener
Phosphorylierungsreste innerhalb der Caspase-9suctd. Nach retroviraler Transfektion
der jeweiligen c-myc-getaggten Mutanten in Caspasegative Jurkat-Zellen konnte in
keiner der Zelllinien Apoptose uUber den mitochoalkdm Weg induziert werden (Abbildung
4.25B und 4.26B). Darlber hinaus konnte nach Inkabader c-myc-hCaspase-9-S183E-
Zellen mit Staurosporin keine Aktivierung des zklten Selbstmordprogramms erfolgen
(Abbildung 4.26B). Auch in den c-myc-hCaspase-9&¢t&ellen konnte Apoptose induziert
werden, jedoch nur in verringertem Mal3e (Abbilddn25B). Daraus ergeben sich folgende
Fragen: (1) Kommt es durch den N-terminalen c-mgg-Eu einer Beeintrachtigung der
Apaf-1/Caspase-9-Interaktion und damit zur Bloakngr der Apoptosom-Bildung und (2)
spielt das Serf® eine zentrale Rolle in der Caspase-9-Aktivierungihsend der

Staurosporin-induzierten Apoptose?

5.2.3.2 Beeintrachtigung der Apaf-1/Caspase-9-Interaktion drch N-terminalen Tag

der Caspase-9

Zunéchst sollte die Frage (1) bearbeitet werdeeradi wurde eine Co-Immunaufreinigung
durchgefuhrt. Nach den vitro Bildung des Apoptosoms konnte ausschlie3lich itheFder
Jurkat-Vektorzellen die Caspase-9-Prozessierungdimdnteraktion zwischen Apaf-1 und
der Caspase-9 nachgewiesen werden (Abbildung 42i8s deutet darauf hin, dass die
Aktivierung der Caspase-9 durch das Apoptosom im d@emyc-hCaspase-9wt-Zellen
beeintrachtigt sein muss. Da die Interaktion zwescllem Adapterprotein Apaf-1 und der
Initiatorcaspase-9 Uber die N-terminalen CARD-Doeré(Li et al., 1997b; Qin et al., 1999)
erfolgt, liegt die Vermutung nahe, dass der N-teat@ c-myc-Tag der Caspase-9-Varianten

in diesen Zellen die Bildung des Apoptosoms beé&atttigt. Fir die Untersuchung dieser
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Frage wurden ungetaggte und N-terminal FLAG-ge@dgrianten der humanen Caspase-9
generiert. Nach retroviraler Transfektion wurdediesen Zelllinien zunéachst die Apoptose-
Induktion nach Inkubation mit dem RezeptorligandERAIL, Mitomycin C und dem
Kinaseinhibitor Staurosporin untersucht. Tatsathist in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen
eine Aktivierung des Selbstmordprogramms nichtdwrch Staurosporin, sondern auch durch
Mitomycin C moglich. Im Gegensatz dazu ist im Faller untagged-hCaspase-9-S183E-
Zellen nach Staurosporin nur eine sehr geringe mach Mitomycin C Uberhaupt keine
Apoptose-Induktion zu beobachten. Dariber hinafidgte in den Zellen mit den FLAG-
getaggten Varianten der humanen Caspase-9 keingigklkkhg des Apoptose-Programms
durch Mitomycin C, wohingegen Staurosporin in déA6-hCaspase-9wt-Zellen Apoptose
induzieren konnte. Die Beobachtung, dass ein Niteler Tag der humanen Caspase-9 die
Bildung des Apoptosoms stort, sollte in einer weite Co-Immunaufreinigung verifiziert
werden. Die Ergebnisse aus Abbildung 4.30 untecstead konnte in c-myc-hCaspase-9-wit-
Zellen und den FLAG-hCaspase-9-wt-Zellen nach Zagatn Cytochrom ¢ und dATP ins
Lysat keine Apoptosom-Bildung nachgewiesen werdeleichzeitig wurde auch die Co-
Aufreinigung von Apaf-1 Uber anti-Caspase-9-Antp@r in den untagged-hCaspase-wt-
Zellen nachgewiesen, was ebenfalls den Beobachtuage Abbildung 4.30 entspricht.
Zusammenfassend kann man sagen, dass ein N-teemifiaf die Interaktion zwischen
Apaf-1 und Caspase-9 stort und somit die Aktivigraler Caspase-9 durch das Apoptosom
verhindert wird. In weiterfihrenden Untersuchungswil diese Beobachtung durch die
Generierung einer CARD-defizienten Caspase-9-Vaidestatigt werden. Dartber hinaus
scheint auch die S183E-Mutation der Caspase-9nalldiir eine Beeintrachtigung der
Apoptose-Induktion zu sorgen, wie man am Beispel f@hlenden Apoptose-Induktion in
den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen sehen kanmit Bonnte eine Antwort auf die in
Abschnitt 5.2.3.2 gestellte Frage (2) gefunden emrcEiniges deutet darauf hin, dass das
Serin®® vermutlich keine zentrale Rolle in die Staurospériduzierte Apoptose einnimmt,
sondern die fehlende Apoptose-Induktion stattdesséralternative Grinde zurtickzuftihren
ist. Zu erklaren ist die Storung der Apoptose-Aigiung durch die S183E-Mutation der
Caspase-9 z.B. durch eine Anderung der ProteimfgltDiese Annahme wird gestiitzt durch
die Beobachtung, dass die S183E-Mutanten der hum@aspase-9 zwar uberexprimiert
werden, aber im Vergleich z.B. zur wild-typischemygc-Caspase-9-Mutante dennoch zu
einem deutlich geringeren Mal3e (vgl. Abbildung 8ReErstaunlicherweise erfolgte jedoch
auch in den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellenirinigro Bildung des Apoptosoms und
sogar die Prozessierung der Caspase-9. Somit salieiiviutation am Serifi® alleine nicht
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die Bildung des Apoptosoms zu beeintrachtigen, sondrielmehr konnte die fehlende
Apoptose-Induktion der untagged-hCaspase-9-S183ErZa@ach Mitomycin C-Inkubation
auf eine ausbleibende Aktivierung der Caspase-Bickaufihren sein. Dementsprechend
kann ein weiterer Grund fur die mdgliche Stérung Alktivierung des Apoptose-Programms
aber auch sein, dass mit dem Aspartat an Positith dine Aminosaure in direkter
Nachbarschaft zum Setfi liegt, welches in der Substrattasche der Caspaseedviert ist
(Wilson et al., 1994). Durch die Mutation des Seriu Glutamat kdnnte aus sterischen
Grinden die Bindung der Caspase-3 gestort oder s@ghindert werden. Abbildung 4.32
zeigt einen Caspase-Assay, der deutlich macht,dlast Mitomycin C ausschlie3lich in den
untagged-hCaspase-9wt-Zellen Caspase-3-Aktivieanfadgen konnte. Eine Aktivierung der
Caspase-3 in den untagged-hCaspase-9-S183E-Zallerniekhier nicht beobachtet werden,
auch wenn das in Abbildung 4.31 detektierte p3Gfent der Caspase-9 laut Literatur nur
durch die Caspase-3-katalysierte Spaltung ant-Agpstande kommit.

Zusammenfassend kann man sagen, dass ein N-teemired) der humanen Caspase-9, die
Bildung des Apoptosoms beeintrachtigt. Aufgrund sees stellen die c-myc-hCaspase-9-
Zellen ein ideales Modell zur Untersuchung der fitsporin-induzierten Apoptose dar. In
diesen Zelllinien ist der mitochondriale Apoptosgrfalweg durch den N-terminalen c-myc-
Tag geblockt, so dass die beobachtete Apoptoseiiodu nach Staurosporin-Inkubation
ausschlief3lich tber den Apoptosom-unabhangigerafigg erfolgen kann.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Apoptotische Prozesse spielen eine zentrale Roléhremd der Embryogenese, der
Gewebshomoostase und der Eliminierung von veraeaetellen (z.B. Tumorzellen, Virus-
infizierte Zellen). Fur die Transduktion des Apaggaeinduzierenden Signals in die Zelle sind
zwei Hauptsignalwege bekannt: der extrinsischedeardntrinsische Signalweg. Durch DNA-
Schadigung kommt es zur Aktivierung des intrinsesthSignalweges. Hierbei wird
Cytochrom c aus dem Mitochondrium freigesetzt uitttfzusammen mit der hydrolytischen
Spaltung von dATP zu einer Konformationsanderung Adapterproteins Apaf-1. Dieser
Vorgang ermoglicht die Bildung des hochmolekulafgroptosom-Komplexes. Anschliel3end
wird die Initiatorcaspase-9 in das Apoptosom rekrtitund durch die induzierte Proximitét
aktiviert. In der Folge fuhrt die aktivierte Caspdszur Spaltung weiterer Caspasen wie z.B.
Caspase-3 und somit zur Induktion des ApoptoserBnogs. Die Regulation des
intrinsischen Signalweges erfolgt u.a. Uber prod @amti-apoptotische Proteine der Bcl-2
Familie, welche die Freisetzung von Cytochrom ¢ desn Mitochondrium kontrollieren.
Aktiviert wird der mitochondriale Apoptose-Signalgvelurch DNA-schadigende Agenzien,
die in der konventionellen Radio- und Chemotherapig Behandlung von Tumoren
eingesetzt werden. Deshalb weisen therapie-resesteimoren vor allem die Inaktivierung
des mitochondrialen Apoptose-Signalweges auf, zdBrch erhohte Expression anti-
apoptotischer Proteine oder durch reduzierte Exsprdzw. Inaktivierung pro-apoptotischer
Proteine. Aus diesem Grund wére es fur Krebspatenobn enormer Wichtigkeit, einen
Signalweg zu finden, der die Aktivierung des endmye Selbstmordprogramms in
Tumorzellen unabhangig vom mitochondrialen ApopiSgmalweg auslost und damit eine
Eliminierung therapie-resistenter Tumore ermdglicht

Der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin induzierpofstose Uber die Aktivierung des
intrinsischen Signalweges. Zunéchst wurde Staurospals spezifischer PKC-Inhibitor
beschrieben, wird inzwischen jedoch als Breitbamaléeinhibitor verwendet. Staurosporin
wird als potenter Apoptose-Induktor eingesetzt, @ater Mechanismus der apoptotischen
Wirkung noch nicht aufgeklart werden konnte. Daribdenaus besitzt Staurosporin
offensichtlich das Potenzial durch Aktivierung eingeuartigen intrinsischen Apoptose-
Signalweges, Chemotherapie-resistente Tumore mingiren. Verschiedene Staurosporin-
Derivate wie z.B. UCN-01, PKC-412 oder Enzastawwerden in klinischen Studien der

Phase I-1l fir die Krebstherapie getestet.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dasdJberexpression von Bcl-2 weder
J16- bzw. JEG6.1-Jurkat T-Lymphozyten noch DT40 Bnapyozyten vor der Caspase-
abhangigen Apoptose-Induktion durch Staurosporiniitgt. Nach Herstellungpaf-1 7
DT40-Zellen konnte demonstriert werden, dass Sspman auch in Abwesenheit von Apaf-1
und damit unabh&ngig vom Apoptosom Apoptose indtziglit Hilfe der generierten
caspase-97" DT40-Zellen konnte Caspase-9 als zentrales Probeider Staurosporin-
induzierter Apoptose-Signalwege identifiziert ward®urch die Verwendung spezifischer
Inhibitoren bekannter und putativer Caspase-9-Kina&konnte keine Beteiligung der
entsprechenden Kinasen an der Staurosporin-indezid&poptose nachgewiesen werden. Mit
Hilfe der Generierung phospho-mimikrierender undggho-defizienter Caspase-9-Varianten
konnte $% als essentieller Phosphorylierungsrest wahrend Staurosporin-induzierten
Apoptose identifiziert werden. Es konnte im Weitegezeigt werden, dass ein N-terminaler
Tag an Caspase-9 die Apoptosom-Bildung nach Bebagdimit Chemotherapeutika
blockiert. Im Gegensatz dazu ist Staurosporin wieitein der Lage, Apoptose Uber die
N-terminal markierte Caspase-9 zu induzieren

In zuklnftigen Arbeiten konnte die mogliche Roll®nv Cathepsinen innerhalb dieses
neuartigen Signalweges durch spezifische Inhibiteoralysiert werden. Ferner wéare es
maoglich, durch Kombinationsexperimente mit spegzhien Inhibitoren der Caspase-9-
Kinasen eine Aussage Uber ein Zusammenwirken vedeher Kinasen zu treffen. In
weiteren Studien muss untersucht werden, ob ddiugindes &° wahrend der Staurosporin-
induzierten Apoptose auf eine Konformationsanderudey Caspase-9 oder auf eine
Phosphorylierung zuriickzufihren ist. Durch die Gemeng weiterer Caspase-9-Varianten,
z.B. CARD-Caspase-9 oder eine nicht-spaltbare Caspakar® ein weiterer Einblick in
die Funktion der Caspase-9 in der Staurosporinziedien Apoptose gewonnen werden.
Dazu konnen ebenfalls die im Rahmen dieser Arbeitegertencaspase-9~ DT40-Zellen
sowie mit verschiedenen Caspase-9-Varianten rekkoieste Zellen herangezogen werden.
Durch eine massenspektrometrische Analyse konnte Rlaosphorylierungsmuster der
Caspase-9 wahrend der Staurosporin-induzierten #@pepuntersucht werden. In Xenograft-
oder Chorioallantoismembran-Modellen kann untersuarden, ob das Staurosporin-Derivat
UCN-01 diesen neuartigen Apoptose-Signalweg auchvivo induzieren kann. Die
Identifizierung des Mechanismus und der entspretdenEffektorproteine des durch
Staurosporin induzierten neuartigen Apoptose-Swegés wirde dann die Mdoglichkeit
eroffnen, innovative Agenzien zur Eliminierung Claherapie-resistenter Tumore zu

entwickeln.
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7 Summary and Outlook

Apoptotic processes play a crucial role during emgenesis, tissue homoestasis and
elimination of modified cells, e.g. tumor cells andus-infected cells. Two different main
signaling pathways have been described for thesdtztion of the apoptotic signal into the
cell: the extrinsic and the intrinsic pathway. Aftactivation of the intrinsic apoptotic
signaling pathway, mitochondrial cytochrome c i¢e@ased and leads together with the
hydrolytical cleavage of dATP to a conformationiainge of the adapter protein Apaf-1. This
process displays a prerequsite for the formatiora dfigh molecular weight complex, the
apoptosome. Subsequently the initiator caspase+@®dsiited to the apoptosome and is
thereby activated according to the induced proximmtodel. Once activated, caspase-9
induces the processing of further caspases sudasmse-3 and thus the initiation of the
apoptotic program. The intrinsic pathway is regedaby pro- and anti-apoptotic proteins of
the Bcl-2 family which controls the release of @fioom c from the mitochondrion. The
mitochondrial apoptotic signaling pathway is adiehby DNA-damaging agents which are
used during conventional radio- and chemotherapgcoAdingly, tumor cells acquire
resistance to anticancer drugs or irradiation byrdegulation of pro-apoptotic proteins like
p53, Bax, Apaf-1 or upregulation of anti-apoptdtctors such as Bcl-2 and Bagl-XThus, the
independent activation of the endogenous suicidggrpm of the mitochondrial pathway
might represent a powerful tool for the eliminatmirchemotherapy resistant tumors.

The protein kinase inhibitor staurosporine indugpsptosis via the activation of the intrinsic
pathway. First staurosporine was described as @fgpKC inhibitor. Today it is known as
a broad range kinase inhibitor and is used as anpapoptosis inductor. However, the
mechanism of the apoptotic effect remains elusk@rthermore, staurosporine obviously
exhibit the potential to eliminate chemotherapyistest tumors by the induction of a novel
intrinsic apoptotic signaling pathway. Differentrdatives of staurosporine, e.g. UCN-01,
PKC-412 or Enzastaurin are already tested in @irtitals phase I-11 for cancer therapy.

In the present work it could be shown that overegpion of Bcl-2 does not impede the
caspase-dependent induction of apoptosis in J&é-J&6.1-Jurkat T-lymphocytes or in
DT40 B-lymphocytes following staurosporine treatmeAfter generation oéipaf-1" DT40
cells it was demonstrated that staurosporine irglap®ptosis despite the absence of Apaf-1
and therefore independently of the apoptosome. thegewith the generatedaspase-9'
DT40 cells, caspase-9 was identified as the ceefifattor protein of both staurosporine-

induced apoptotic pathways. The involvement of ghield and putative caspase-9 kinases
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could not be confirmed by the usage of specifiahitbrs. Using phospho-mimicking and
phospho-deficient caspase-9 variant$? Sould be identified as an essential phosphoryiatio
site during staurosporine-induced apoptosis. Intaag after treatment with anticancer drugs
apoptosome formation was blocked by an N-termiagl ¢f caspase-9. However, this tag
could not prevent staurosporine-induced apoptosis.

In further studies the potential role of cathepsifa this novel apoptosis signaling pathway
could be analysed by their specific inhibition. dnder to investigate the involvement of
multiple kinases in this novel apoptotic signalipgthway, combination experiments with
specific inhibitors of the respective kinases sboo¢ accomplished. Further investigations
should clarify whether the influence of®on staurosporine-induced apoptosis is based on
conformational alteration or on phosphorylationcakpase-9. The generation of additional
caspase-9 variants includingCARD-caspase-9 or non-cleavable caspase-9 couidttea
deeper understanding of the role of caspase-9téarasporine-induced apoptosis. For this
purposecaspase-9 DT40 cells and cells reconstituted with differaratspase-9 variants
could be employed. The phosphorylation patternasipase-9 could be determined by mass
spectrometric analysis. Xenograft or chorio alltonembrane models were used to
investigate if the staurosporine derivative UCNi®Hhlso able to induce this novel apoptosis
signaling pathwayn vivo. The identification of both the mechanisms andetfector proteins

of this staurosporine-induced apoptotic signaliaghpray should provide the opportunity to

develop novel agents for the elimination of cherecdpy-resistant tumors.
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