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1. Einleitung

1.1. Apoptose

Der Begriff Apoptose wurde im Jahr 1972 von Kerr, Wyllie und Currie (Kerr et al., 1972)
eingefiihrt, um eine Art des programmierten Zelltodes zu beschreiben, die im Gegensatz zum
Zelltod durch Nekrose steht. Wihrend der Nekrose kommt es zu einem Anschwellen und
Platzen der Zellen, der Inhalt wird freigesetzt und kann schwere Entziindungsreaktionen
auslosen. Dabei werden auch Nachbarzellen geschédigt. Bei der Apoptose kommt es nicht zu
einem Freisetzen des Zellinhaltes. Statt dessen weisen apoptotische Zellen einige
charakteristische morphologische Anderungen auf: das Chromatin kondensiert, das Zytosol
schrumpft und es entstehen kleine, membranumbhiillte Kérperchen, die so genannten apoptotic
bodies, die dann von anderen Zellen durch Phagozytose aufgenommen werden.
Endonukleasen schneiden die DNA in Fragmente mit einem GroBenunterschied von je 200bp,
der darauf zuriickzufiihren ist, dass die Schnitte zwischen den Nukleosomen stattfinden. Auch
die Zellorganellen Golgi-Apparat, endoplasmatisches Retikulum und die Mitochondrien
fragmentieren wihrend der Apoptose und werden in die apoptotischen Korperchen verpackt.
Apoptose ist ein sehr wichtiger Prozess im Organismus, der flir die Entfernung von
infizierten, kranken oder ungewollten Zellen gebraucht wird. Wird der programmierte Zelltod
gestort, so konnen Krebs, Autoimmunitit oder degenerative Krankheiten die Folge sein
(Lodish, 2001 und Taylor et al. 2008).

Um die Mechanismen der Apoptose zu untersuchen eignen sich neben der Gewebekultur von
Séugetierzellen auch die Modellorganismen D.melanogaster oder C.elegans sehr gut. Im
Folgenden sollen die Unterschiede und Gemeinsamkeiten im apoptotischen Prozess

aufgezeigt werden.

1.2. Apoptose in C.elegans

Der Nematode C.elegans ist ein besonders intensiv untersuchter Modellorganismus fiir
Apoptose. Besonders interessant ist hier, dass wihrend seiner Entwicklung 131 der 1090
gebildeten somatischen Zellen sterben (Sulston und Horvitz, 1977). Zunédchst wurden zwei
Gene identifiziert, die fiir das Sterben dieser Zellen verantwortlich sind: Ced-3 und Ced-4
(Ellis and Horvitz, 1986). Inzwischen ist bekannt, dass Apoptose in C.elegans durch die Gene
Ced-3, Ced-4, Ced-9 und Egl-1 reguliert wird. Das Protein Ced-3 ist ein Homologes der
Caspase 1 aus Saugetierzellen, Ced-4 ist ein dem apoptotischen Protease aktivierenden Faktor

APAF-1 homologes Protein und Ced-9 stellt ein Ortholog des antiapoptotischen Bcl-2 dar.
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Mittels gain-of-function und loss-of-function Versuchen konnte festgestellt werden, wie diese
Komponenten untereinander wechselwirken. In gesunden Zellen ist Ced-9 mit Ced-4
assoziiert und an den Mitochondrien lokalisiert. Wenn Egl-1 durch Transkription in den zur
Apoptose bestimmten Zellen hochreguliert wird, bindet es an Ced-9. Dadurch wird das
Adapterprotein Ced-4 freigesetzt, welches dann an Ced-3 bindet. Durch Aktivierung von Ced-
3 kommt es zur Apoptose (Willis et al., 2003; Igaki et al., 2004; Oberst et al., 2008). Im
Gegensatz zu anderen Organismen spielt die Freisetzung von Cytochrom, in den Nematoden
keine Rolle. Dies steht im Einklang mit der Struktur von Ced-4, welche keine WD-40
Doménen aufweist. In anderen Organismen bindet Cytochrom, an genau diese Doménen. In

Abbildung 1 sind die apoptotischen Prozesse in C.elegans dargestellt.

C.elegans

Cea ] ]
1

}
}

Abb. 1: Apoptose in C.elegans

1.3. Apoptose in D.melanogaster

Drosophila besitzt eine wesentlich kompliziertere Apoptosemaschinerie als C.elegans. Die
Caspase-Familie enthdlt 7 Mitglieder, welche in Initiatior- und Effektorcaspasen unterteilt
werden kann. Weiterhin gibt es ein APAF-1 &hnliches Protein, DARK, welches WD40
Doménen enthdlt. Zwei Mitglieder der Bcl-2 Familie sind ebenfalls bekannt: Buffy und
Debcl. Bufty ist ein antiapoptotisches Protein, obwohl es keine offensichtliche BH4 Doméine
hat (Quinn et al., 2003). Das an den Mitochondrien lokalisierte Debcl hingegen ist
proapoptotisch (Colussi et al., 2000; Igaki und Miura, 2004). Das apoptotische Programm in
Drosophila wird durch DIAP1 kontrolliert, ecinem Homologen des Inhibitor of Apoptosis
(IAP) Proteins aus Sdugern. Binden die Proteine HID, Reaper und Grim an DIAP1, so 18sen
sie dessen Auto-Ubiquitinylierung aus und das Protein wird iiber das Proteasom abgebaut.

Dadurch kann DIAP1 die Caspase DRONC nicht mehr inhibieren. In Abbildung 2 sind diese

9
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Prozesse bildlich dargestellt. Da es ausreicht, in Zellen DIAP1 auszuschalten, um Apoptose
zu induzieren, ist es noch fraglich, ob die Bindung von Cytochrom, an DARK eine
wesentliche Rolle spielt. Ebenso wird noch diskutiert, wie wichtig die Bcl-2 Homologen fiir
diesen Prozess sind, da Fliegen mit loss-of-function Mutationen fiir Buffy oder Debcl sich
normal entwickeln und auch Apoptose durchfithren kénnen (Sevrioukov et al., 2007 und

Oberst et al., 2008).

_Rl.

—_— @ W@

Abb. 2: Apoptose in D.melanogaster. Prozesse, die nach aktuellem Stand der Forschung fiir die
Apoptose nicht zwingend nétig sind, sind mit gestrichelten Linien dargestellt.

Zusétzlich zu dem intrinsischen Apotoseweg ist in Drosophila auch ein extrinsischer Weg
vorhanden. Eiger ist ein Homologes des Tumornekrosisfaktors TNF, der den JNK Signalweg
anschaltet. Er bindet an Wengen, das ein TNF Rezeptorhomolog ist und die Signalkaskade
weiterleitet (Igaki et a., 2002; Moreno et al., 2002; Kauppila et al., 2003).

1.4. Apoptose in Mammalia

In tierischen Zellen gibt es zwei Moglichkeiten, um programmierten Zelltod einzuleiten. So
kann entweder ein intrinsischer Schaden, wie Schidigung der DNA, zum Zelltod fiihren oder
es kann ein externes Signal auf die Zelle einwirken, das eine Signalkaskade auslost, die

Apoptose nach sich zieht. In beiden Féllen sind Caspasen von wichtiger Bedeutung.

10
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1.4.1. Caspasen

Caspasen schneiden ihr Substrat nach einem Aspartat, wovon sich der Name, Cystein-
abhingige aspartatspezifische Protease, ableitet. Alle haben ein Cystein in ihrem aktiven
Zentrum. Es sind bereits 15 verschiedene Sédugetiercaspasen bekannt (Chowdhury et al.,
2008).

Man unterteilt Caspasen in zwei Gruppen, in Initiatorcaspasen, welche sich auto-aktivieren
und die proteolytische Prozessierung von anderen Caspasen initiieren konnen, und in
Effektorcaspasen, welche durch andere Caspasen aktiviert werden. Alle Caspasen haben eine
dhnliche Doménenstruktur, die aus einer N-terminalen Prodomine besteht, auf die eine grofle
und eine kleine Untereinheit folgen. In Effektorcaspasen kann man zwei verschiedene
Prodoménen finden, die CARD-Domain (caspase-recruitement domain) und die DED-
Domain (death effector domain). Diese Domidnen sorgen fiir Interaktion mit anderen
Proteinen (Ramage et al., 1995; Earnshaw et al., 1999; Shi, 2002).

Caspasen werden als Zymogene synthetisiert, also als inaktive Vorldufer-Enzyme. Ihre
Aktivierung wird durch die proteolytische Spaltung zwischen der groBen und kleinen
Untereinheit initiiert. So bildet sich ein Heterodimer. Durch diese Prozessierung wird das
aktive Zentrum der Caspasen in die aktive Konformation gebracht. Fiir die Ausbildung des
aktiven Zentrums sind zwei konservierte Motive wichtig, die man in der groBen Untereinheit
von Caspasen findet: LSHG und QACRG. Hiervon gehdren das Cystein und das Histidin zum
aktiven Zentrum und sorgen so fiir die proteolytische Aktivitdt der Caspasen. Auch in der
kleinen Untereinheit von Caspasen kann man ein konserviertes Motiv finden: GSWFI. Dieses
ist an der Substratbindung beteiligt (Nicholson und Thornberry, 1997). Zwei Caspase-
Heterodimere dimerisieren zu Heterotetrameren. In der Pro-Caspase 9 sind die grofle und
kleine Untereinheit durch einen Linker voneinander getrennt (Chowdhury et al., 2008).

Die Caspaseaktivierung in einer Zelle kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. Eine
inhibitorische Gruppe von Molekiilen stellen die IAPs (Inhibitors of Apoptosis) dar, welche in
Baculovirus entdeckt wurden. Sie konnen Apoptose inhibieren, indem sie entweder an
aktivierte Caspase 3 und 7 binden oder die Aktivierung von Pro-Caspase 9 verhindern
(Lovering et al., 1992 und Birnbaum et al., 1994). Alle IAPs enthalten 1-3 BIR (Baculoviral
IAP repeat) Doméinen. Im sogenannten BIR-fold sitzt ein Zink-Ion, das durch ein Histidin und
drei Cysteine koordiniert wird. Aulerdem enthalten IAPs eine RING-Domine, welche E2
Ubiquitin-Ligasen binden kann. Dies fiihrt zur Ubiquitinierung des Substrates und zum Abbau

durch das Proteasom (Vaux and Silke, 2005).
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AuBer durch die Inhibierung durch IAPs konnen Caspasen auch noch auf transkriptioneller
Ebene oder durch posttranslationale Modifikationen reguliert werden (Tamura et al., 1996 und
Earnshaw et al., 1999). Von Bedeutung ist, dass nicht alle Caspasen an der Apoptose beteiligt
sind. Einige spielen stattdessen eine Rolle bei der Prozessierung von Zytokinen (Chowdhury

et al., 2008).

1.4.2. Der intrinsische, durch Mitochondrien vermittelte Apoptoseweg

Dieser Apoptoseweg wird durch die Permeabilisierung der duBeren Mitochondrienmembran
verursacht. Wirken intrinsische apoptotische Stimuli wie DNA-Schédden, Hitzeschock oder
ER-Stress auf die Zelle ein, diffundieren Proteine aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien in das Zytosol. Diese Permeabilisierung der Mitochondrien wird durch
Proteine der Bcl-2 Familie reguliert, welche in 1.5. noch detaillierter besprochen werden.
Nach einem apoptotischen Stimulus findet in Proteinen der proapoptotischen Subfamilie eine
Konformationsédnderung statt, was zur Ausbildung von Oligomeren fiihrt. In dieser
Konformation kénnen sie in der duleren Mitochondrienmembran grof3e Poren ausbilden.
Beteiligt an der Ausbildung von Poren sind die proapoptotischen Molekiile Bax und Bak. Sie
werden durch proapoptotische Molekiile der BH3-only Subfamilie aktiviert. Eben diese
verursachen  gleichzeitig eine  Inaktivierung von  antiapoptotischen  Proteinen
(zusammengefasst in Oberst et al., 2008 und Chipuk und Green, 2008).

Die Permeabilisierung der &ulleren Mitochondrienmembran fiihrt zur Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren wie Cytochrom, aus dem mitochondrialen Intermembranraum.
Dieses bindet an die WD40-Doménen des zytosolischen Proteins APAF-1. Zusitzlich bindet
dATP. Dies verursacht eine Konformationsdnderung von APAF-1 und fiihrt zur Ausbildung
einer heptameren Struktur, dem Apoptosom. Nun wird die CARD Doméine von APAF-1
exponiert, welche Pro-Caspase 9 rekrutiert, die ebenfalls eine CARD Doméne hat (Acehan et
al., 2002). Durch die rdumliche Ndhe kommt es zur autokatalytischen Spaltung der Caspase
und es entsteht eine reife Initiatorcaspase, die die Effektorcaspasen aktivieren kann (Boatright
et al., 2003). Im Gegensatz zu C.elegans, bei dem Ced-9 und Ced-4 miteinander interagieren,
ist dies bei den Sdugetierhomologen Bcl-2 und APAF-1 nicht der Fall (Conus et al., 2000).

Es treten aufler Cytochrom, noch weitere Faktoren aus den Mitochondrien aus.
Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 binden an die Inhibitoren der Apoptose (IAPs) und
inhibieren sie dadurch. Im aktiven Zustand binden und inhibieren diese Proteine Caspasen

(Vaux und Silke, 2005). Der Apoptose induzierende Faktor AIF (Susin et al., 1999) und
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Endonuklease G (van Loo et al., 2001) tragen zur Fragmentierung der DNA bei, was deren
Kondensation zur Folge hat.

Obwohl das Modell der Porenbildung durch Bcl-2 Proteine am meisten zur erkldrung
herangezogen wird, ist der Mechanismus der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
noch nicht vollstindig aufgekldrt und es werden noch weitere Modelle, wie etwa die
Interaktion mit bereits bestehenden Kanilen, diskutiert (Chipuk und Green, 2008 und
Antignani und Youle, 2006).

1.4.3. Der extrinsische, rezeptorvermittelte Signalweg

Bei dem extrinsischen apoptoseinduzierenden Signalweg wirken Signale (Liganden) von
auBlen auf die Zelle ein und binden an die so genannten Todesrezeptoren (Mitglieder der
Tumor-Nekrosis-Faktor Familie, wie Fas und TNFR1). Liganden kénnen zum Beispiel die
Zytokine TNFoa oder Fas sein. Nach der Ligandenbindung kommt es zu einer
Konformationsénderung in der intrazelluliren Doméne des Rezeptors und die Death Domain
wird exponiert. Diese erlaubt nun die Rekrutierung von verschiedenen apoptotischen
Molekiilen an den Rezeptor. Man nennt diesen Proteinkomplex den Death Inducing
Signalling Complex (DISC). Zu diesem DISC wird Pro-Caspase 8 rekrutiert. Aufgrund der
erhohten lokalen Konzentration an Pro-Caspase 8 (induced proximity model; Muzio et al.,
1998) kommt es zu einer Autoprozessierung und somit Aktivierung der Caspase 8. Ein
beispielhafter Ligand fiir den extrinsischen Apoptoseweg ist das Zytokin TNF a, welches
von T-Zellen und aktivierten Makrophagen als Antwort auf eine Infektion gebildet wird.
Wenn dieser Ligand an den TNF Rezeptor einer Zelle bindet, kommt es zur Trimerisierung
von Rezeptoren, wodurch deren Death Domains in rdumliche Ndhe kommen. Durch
Interaktion mit eben diesen Doméanen kommt das Adaptermolekiil TRADD (TNF associated
death domain) hinzu. TRADD assoziiert mit FADD (Fas-associated death domain), das an
Pro-Caspase 8 bindet (Ashkenazi und Dixit, 1998; Thorburn, 2004).

Der extrinsische und intrinsische Signalweg sind miteinander verbunden. Aktivierte Caspase
8 schneidet das proapoptotische BH3-only Protein Bid. Das geschnittene Bid, tBid, wandert
an die Mitochondrien um den intrinsischen Signalweg zu aktivieren (Luo et al., 1998).
AbschlieBend sind in Abbildung 3 die apoptotischen Prozesse in Sdugetierzellen schematisch

dargestellt.
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Abb. 3: Apoptose in Mammalia

1.5. Die Bcl-2 Familie

1.5.1. Die Bcl-2 Familie im Allgemeinen

Das zuerst entdeckte Protein, das Namensgeber der Familie wurde, ist Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2). In Lymphomen gerdt es durch eine Chromosomentranslokation unter die
Kontrolle eines Immunglobulingenpromotors und wird extrem stark exprimiert (Bakhshi et
al., 1985). Diese Zellen konnen nicht mehr in die Apoptose eintreten. Inzwischen sind iiber 20
Proteine der Bcl-2 Familie bekannt. Thnen kommt eine besonders wichtige Rolle zu, denn sie
kontrollieren die Apoptose durch die Regulation der Freisetzung von Cytochrom, aus den
Mitochondrien. Bcl-2 dhnliche Proteine kann man je nach Anzahl der Bcl-2 Homologie-
Dominen (BH1, BH2, BH3 und BH4) in drei Subfamilien unterteilen. Proteine der
antiapoptotischen Subfamilie enthalten alle 4 BH Doménen. Die proapoptotischen Proteine
der Bcl-2 Familie lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, ndmlich in die der Bax-dhnlichen
Proteine, welche nur die Bcl-2 Homologie Domiénen 1, 2 und 3 haben und in die der BH3-
only Proteine, welche nur eine BH3 Doméne aufweisen. Fast alle Proteine dieser Familie
enthalten zudem eine Transmembrandoméne, die sie an Membranen lokalisiert. Fir die
Funktion von Bcl-2 Proteinen ist die Ausbildung von Homo- und Heterodimeren essentiell.
Einige konservierte Aminosduren in den BH1 und BH2 Doménen von antiapoptotischen
Proteinen wie Bcl-2 und Bcl-xp sind fiir die Interaktion mit proapoptotischen Proteinen

notwendig. Fiir proapoptotische Molekiile ist besonders die BH3 Doméne von Bedeutung und
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erlaubt die Ausbildung von Heterodimeren (Sato et al., 1994 und Kelekar und Thompson,
1998).
Die Vertreter der einzelnen Subfamilien sind in Abbildung 4 dargestellt und sollen im

Anschluss noch genauer diskutiert werden.

Anti-apoptotic kDa BH3-only

BCL-2 --———'. 26 BIK TBH3 TM ()18

BCL-XL BH4 BH3 BHI BH2 TNV 26 HRK ( BH3 amM(0wo

BCL-W BHAL_[BH3 BHI BH2 TM@20  BIM ( @H[  ([OM(D22

MCLI [ BHA4] TBH3[ TBHIL TBH2[ [TM [ 37 BAD ( {BH3[ (18

BCL2AT BHALLLBHE BHI BHZ 20 BD ( BH3 022

]

BCL-B BHMl BHS B B2 @2 | FUMA ( B3 yz0
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Pro-apoptotic
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Abb. 4: Die Bcl-2 Proteinfamilie. Die antiapoptotischen Proteine der Bcl-2 Subfamilie, die
proapoptotischen Mitglieder der Bax-dhnlichen Subfamilie und die proapoptotischen Proteine der
BH3-only Subfamilie sind gezeigt. Antiapoptotische Proteine besitzen zusétzlich zu BH1, 2 und 3
auch die BH4 Domine, BH3-only Proteine nur die BH3 Doméne. Gekennzeichnet sind auch die
Transmembrandoménen (TM) (Abbildung aus Taylor et al., 2008).

1.5.2. Die antiapoptotische Subfamilie

Zu dieser Subfamilie gehoren zum Beispiel die Proteine Bcl-2, Bel-xp und Bel-w. Sie besitzen
in ihrer Sequenz einen hydrophoben C-Terminus. Dieser erlaubt die Bindung an drei
verschiedene intrazellulire Membranen: an die duflere Membran der Mitochondrien, an die
Kernhiille und an das endoplasmatische Retikulum. Nicht alle Proteine sind jedoch in allen
Zellkompartimenten zu finden. Wahrend man Bcl-x;, nur an den Mitochondrien findet, ist
Bcl-2 auch am ER und an der Kernhiille lokalisiert (Akao et al., 1994). Die Lokalisation
bedingt sich durch die die Transmembrandomine flankierenden Aminosduren. Die
Transmembrandoméine von Bxl-x; ist von deutlich mehr basischen Aminosduren flankiert als
die von Bcl-2. Dies ist ein Signal fiir eine ausschlieBliche Mitochondrienlokalisation
(Kaufmann et al.,, 2003). Bcl-2 ist im gesunden Zustand einer Zelle mit der
Transmembrandoméne in die Mitochondrien inseriert. Nach einem apoptotischen Stimulus,
findet in dem Protein eine Konformationsédnderung statt und es inserieren zusétzlich Helices 5
und 6 (siche Abbildung 5). Der Vorteil dieser Konformationsinderung wurde noch nicht
vollstindig aufgeklart, jedoch verstiarkt dieser Mechanismus moglicherweise die Bindung an

proapoptotische Proteine wie Bak (Kim et al., 2004).
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Abb. 5: Membrantopologie von humanem Bcl-2. Dargestellt ist die Topologie fiir
membrangebundenes Bcl-2 in gesunden (A) und apoptotischen (B) Zellen (Abbildung aus Kim et al.,
2004).

Die dreidimensionale Struktur der antiapoptotischen Proteine ist bereits bekannt. Sie besteht
aus fiinf amphipatischen «-Helices, welche zwei zentrale hydrophobe o-Helices umgeben.
Bcl-2 Proteine konnen durch eine hydrophobe Tasche, die durch die Domédnen BH1, BH2 und
BH3 gebildet wird, an BH3-only Proteine binden (Cory und Adams, 2002 und Willis et al.,
1998). Dies ist dargestellt in Abbildung 6.

Abb. 6: Struktur von humanem Bcl-x,_ an welches das BH3-Peptid von Bak gebunden ist. Dieses
ist in braun dargestellt. Die BH1 Doméne von Bcl-x ist in rot dargestellt, die BH2 Doméne in blau,
die BH3 Doméne in lila und die BH4 Domine ist griin hervorgehoben (Abbildung aus Cory und
Adams, 2002).

1.5.3. Die proapoptotische Subfamilie der Bax-ahnlichen Proteine

Zu dieser Gruppe gehdren unter anderem die Proteine Bak (Bcl-2 antagonist/killer) und Bax
(Bcl-2 associated x protein). In nicht apoptotischen Zellen ist Bax im Zytosol lokalisiert und
liegt als Monomer vor. Hierbei verschlieft die C-terminale Helix die durch BH1, 2 und 3

gebildete hydrophobe Tasche (dargestellt in Abbildung 7).
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Abb. 7: Die dreidimensionale Struktur von Bax. Der C-terminale Bereich (in gelb) ist in die
hydrophobe Tasche (gebildet durch BH1 (rot), BH2 (blau) und BH3 (lila)) eingeklappt, daher liegt ein
inaktives Molekiil vor (Abbildung aus Cory und Adams, 2002).

Kommt es zur Apoptose, so findet durch die Bindung eines BH3-only Molekiils wie tBid eine
Konformationsdnderung statt, der C-Terminus klappt aus und kann in die duBere
Mitochondrienmembran inserieren. Ahnlich wie bei Bcl-2 wird auch hier nicht nur die C-
terminale hydrophobe Doméne inseriert, sondern zusétzlich noch Helices 5 und 6 (Lalier et
al., 2007). Wird die C-terminale hydrophobe Domine von Bax entfernt, so wird die
Umverteilung wéahrend der Apoptose verhindert und die apoptoseinduzierende Wirkung von
Bax gehemmt (Wolter et al, 1997 wund Nechushtan et al, 1999).
In dem Protein Bak findet solch eine Konformationsdnderung nicht statt, es ist stets ein
integrales Membranprotein. Dimere werden jedoch auch hier erst nach Einleiten des
apoptotischen Prozesses gebildet. Durch Ausbildung eines Heterodimers mit Bax wird eine
Pore gebildet, durch welche unter anderem Cytochrom, austreten kann. In vitro Versuche
haben gezeigt, dass Bcl-2 Proteine Kanidle in Lipiddoppelschichten ausbilden koénnen.
AuBlerdem dhnelt die Struktur von Bcl-x; der von bakteriellen Toxinen, die in die Membran
inserieren konnen (Willis et al., 1998). Ein anderes Modell geht davon aus, dass Bax und Bak
mit einer bereits existierenden permeability transition pore interagieren konnten (Cory und
Adams, 2002).

1.5.4. Die BH3-only Subfamilie

Die Mitglieder dieser Gruppe besitzen nur eine BH3 Domine. Diese Doméne ist sehr gut
konserviert, jedoch sind auBBerhalb dieser Sequenz keine konservierten Bereiche zu finden. Im
Moment kennt man im S#ugetier acht BH3-only Proteine: Bid, Bad, Bim, Bmf, Bik, Puma,
Noxa und Hrk (Taylor et al., 2008). In C.elegans gehort Egl-1 zu diesen Proteinen (Conradt
und Horvitz, 1998). In Drosophila konnten solche Proteine noch nicht gefunden werden.
BH3-only Proteine werden auf sehr vielfiltige Weise reguliert. Puma und Noxa werden auf
transkriptioneller Ebene als Folge von DNA Schidden durch p53 reguliert. Bid wird durch
Caspase 8 vermittelte Proteolyse aktiviert. Bad ist im inaktiven Zustand phosphoryliert und
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an das Protein 14-3-3 gebunden. Auch das Zytoskelett spielt eine entscheidende Rolle. Uber
die leichten Ketten von Dynein ist Bim an Mikrotubuli gebunden und Bmf an Aktinfilamente.
Wird das Zytoskelett degradiert, was wihrend der Apoptose der Fall ist, so werden diese
Proteine in das Zytosol freigesetzt (Cory und Adams, 2002 und Taylor et al., 2008).

Die BH3-only Proteine Bim, Bad und Bmf liegen in Abwesenheit von Interaktionspartnern
als unstrukturierte Molekiile vor. Wenn Bindung an ein antiapoptotisches Molekiil eintritt,
ordnet sich die BH3 Domine zu einer «-Helix an. Ein Vorteil davon liegt in der besseren
Zuginglichkeit von unstrukturierten Proteinen fiir den Abbau durch das Proteasom, iiber den

viele BH3-only Proteine reguliert werden (Hinds et al., 2007 und Prakash et al., 2004).

1.5.5. BNip Proteine

BNip Proteine sind eine erst seit relativ kurzer Zeit bekannte proapoptotische Subfamile der
Bcl-2 Proteine. Es wurden bereits vier Homologe im Menschen, zwei in der Maus und eines
in C.elegans identifiziert. Gefunden wurden sie in einem Yeast-Two-Hybrid System der
Proteine identifizieren sollte, die mit Bcl-2 interagieren (BNip = Bcl-2 Nineteen kilodalton
interacting protein). Die Proteine zeichnen sich durch eine konservierte BH3 Doméine und
eine Transmembrandoméne am C-Terminus aus. Der proapoptotische Mechanismus wird
durch Interaktionen mit proapoptotischen Bcl-2 Proteinen und Integration in die dufere

Mitochondrienmembran initiiert (Zhang et al., 2003).

1.6. Regulation der Mitochondrienmorphologie

Mitochondrien sind die Orte der Energiegewinnung einer Zelle. Sie bestehen aus vier
Subkompartimenten, ndmlich der duBleren und inneren Membran, dem Intermembranraum
und der Matrix. Nach der Endosymbiontentheorie kann man den evolutiondren Ursprung von
Mitochondrien auf ein aerobes o-Proteobakterium zuriickfithren. Mitochondrien besitzen
zwar ein ringformiges Chromosom, jedoch wurden im Laufe der Evolution die meisten Gene
in den Zellkern transferiert, so dass nur noch 1% mitochondrialer Gene auf dem
mitochondrialen Chromosom kodiert sind (Gray et al., 1999). Wie seit einiger Zeit bekannt
ist, sind Mitochondrien keine starren, sich nicht verdndernden Organellen, sondern kdnnen
sich bewegen, fusionieren und sich auch teilen. Da Mitochondrien nicht de novo gebildet
werden konnen, stellt die Zelle bei einer Zellteilung so sicher, dass beide Tochterzellen
geniligend Mitochondrien erhalten (Reichert und Neupert, 2002 und Yoon et al., 2001). In den

frithen 1990er Jahren konnten in genetischen Untersuchungen an S.cerevisiae die ersten
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Proteine gefunden werden, die fiir die Regulation der Mitochondrienmorphologie
verantwortlich sind (McConnell et al., 1990). Ist das Gleichgewicht von Fusion und Teilung
gestort, kann es zu schweren Krankheiten kommen. Beispiele hierfiir sind die autosomal
dominant optische Atrophie, welche durch Mutationen des Gens OPA1 entstehen kann
(Alexander et al., 2000) oder Charcot—Marie-Tooth Type 2A, eine Erkrankung bei welcher
die sensorischen und motorischen Nervenfasern degenerieren (Amiott et al., 2008). Dies geht
auf den Verlust der Funktion von Mitofusin 2 zuriick. Inzwischen ist bekannt, dass Proteine
fiir die Fusions- und Teilungsmaschinerie auch in Fliegen, Nematoden, Sdugetieren und

Pflanzen konserviert sind.

1.6.1. Die Mitochondrienmorphologie regulierende Proteine

Die Proteine, die die Mitochondrienmorphologie regulieren, kann man grob in zwei
verschiedene Klassen einteilen: diejenigen, die fiir Fusionsprozesse zustindig sind und die,
die Teilung vermitteln. Auf beiden Seiten spielen sehr grole GTP-bindende Proteine eine
wichtige Rolle. Drpl ist eigentlich ein zytosolisches Protein (Smirnova et al., 1998) sammelt
sich aber an der &ulleren Mitochondrienmembran an, um zusammen mit Fisl die
mitochondriale Teilung zu initiieren, wihrend Mitofusin 1 und 2 sich zwar ebenfalls dort
befinden, jedoch fiir Fusion zusténdig sind. Mitofusin ist durch zwei Transmembrandoméanen
in der dufleren Mitochondrienmembran verankert, so dass sowohl die GTPase Domine, als
auch ein C-terminales coiled coil in das Zytoplasma weisen (Eura et al., 2003 und Okamoto,
2005). Um die Mitochondrien in rdumliche Nédhe zu bringen, interagieren Mitofusin-
Oligomere an den Mitochondrien, die fusioniert werden sollen, miteinander. Die Fusion
findet unter GTP-Verbrauch statt. Der Prozess, der anschlieend die inneren Membranen
miteinander verbindet, wird durch das Protein OPA1 vermittelt und bendtigt ebenfalls GTP

(Hoppins, 2007).

1.6.2. Einfluss der Bcl-2 Familie auf die Mitochondrienmorphologie

Einige Studien haben interessante morphologische Anderungen der Mitochondrien wihrend
der Apoptose aufgedeckt. Nach Einwirken eines apoptoseinduzierenden Stimulus kollabiert
das filamentdse Mitochondriennetzwerk und bildet punktférmige Fragmente aus (Youle und
Karbowski, 2005). Da viele Bcl-2 Proteine stets an den Mitochondrien residieren, stellte sich

die Frage, ob sie an diesem Prozess beteiligt sind. Fiir einige Proteine konnten bereits
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Antworten gefunden werden. Wihrend der Apoptose wandern Bax und Bak an den
Mitochondrien entlang zu den Stellen, an denen Teilung stattfindet und ko-lokalisieren mit
Mifn2 und Drpl (Karbowski et al., 2002). Humanes Bak ist in der Lage mit Mitofusin 1 und 2
zu interagieren. In embryonalen Maus-Fibroblastenzellen wurden knock-out Versuche
durchgefiihrt, welche zeigten, dass in Bak defizienten Zellen die Fragmentierung stark
eingeschrankt war. Im Gegensatz dazu hatte der knock-out von Bax keinen Effekt darauf
(Brooks et al., 2007). Doppel-knock-outs von Bax und Bak in embryonalen Maus-
Fibroblasten fiihrten zu fragmentierten Mitochondrien (Karbowski et al., 2006). Neueste
Arbeiten zeigen, dass das antiapoptotische Protein Bcl-x; sowohl einen Einfluss auf den
Fusions- als auch auf den Teilungsprozess hat und sogar in die Kontrolle der Biomasse von
Mitochondrien in neuronalen Zellen involviert ist (Berman et al., 2009).

Auch in C.elegans wurde dieser Mechanismus bereits untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die mitochondriale Fragmentierung wéhrend der in der Entwicklung stattfindenden
Apoptose durch Mutationen des Bcl-2 orthologen Ced-9 beeinflusst wurde. Aulerdem kann
Ced-9 in Sédugetierzellen der mitochondrialen Fragmentierung entgegenwirken (Jagasia et al.,

2005 und Delivani et al., 2006).

1.7. Der Modellorganismus Hydra vulgaris

Den Stamm der Cnidaria (Nesseltiere) kann man in drei Klassen unterteilen: Hydrozoa, zu
denen Hydra vulgaris gehort, Scyphozoa, die Schirmquallen und  Anthozoa, die
Korallentiere. Cnidaria sind sehr friih in der Evolution entstandene Eumetazoen deren
Korperwand aus einer ektodermalen Epidermis und einer endodermalen Gastrodermis besteht.
Diese beiden Epithelien sind iiber eine azelluldre Stiitzmatrix, Mesogloea genannt,
miteinander verbunden. Ein Mesoderm ist nicht vorhanden. Die Munddffnung der Cnidaria
fiihrt in den Gastralraum und dient gleichzeitig auch als After. Der Aufbau von Hydra
vulgaris ist dargestellt in Abbildung 8.
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Abb. 8: Schematischer Aufbau von Hydra vulgaris (modifiziert aus: Grens et al., 1996)

Cnidaria kommen in Sif- und Salzwasser vor und koénnen als Medusen und in der
Polypenform exisitieren. Hydra vulgaris lebt nur in der Polypenform und besiedelt das
StiBwasser. Hydren haften sich mit ihrer FuBBscheibe am Substrat fest und benutzen ihre
Tentakel zum Beutefang. Die Tentakel enthalten Nematocyten (Nesselzellen), welche vier
verschiedene Typen von Nematocysten (Nesselkapseln) ausbilden. Kommt ein Beutetier mit
den Tentakeln in Kontakt, wird der Nesselschlauch ausgeschleudert und Gift in die Beute
injiziert (Campbell, 2000).

Cnidaria besitzen auBler ekto- und endodermalen Epithelzellen auch einen undifferenzierten
Zelltyp, die interstitiellen Zellen. Diese konnen zu Nervenzellen, Nematocyten, Driisenzellen
und Gameten differenzieren (Wehner, Gering, 1995). Hydren vermehren sich normalerweise
asexuell durch Bildung einer Knospe, Hydren vom Stamm AEP konnen sich durch die
Ausbildung von ménnlichen oder weiblichen Gameten auch sexuell vermehren.

Hydra vulgaris eignet sich aufgrund der einfachen Zuchtbedingungen sehr gut als
Modellorganismus. Hinzu kommt, dass die meisten Signalwege hoherer Eukaryoten bereits in
Hydra vorhanden sind. Hydra vulgaris wurde in den letzten Jahren auBerdem immer besser
fiir genetische Studien zuginglich. Biolistische Transformation macht es moglich, GFP- oder
RFP-Fusionsproteine transient in Hydra zu exprimieren und so Proteinlokalisationen zu
untersuchen (Bottger et al.,, 2002). AuBerdem ist es nun mdglich, transgene Hydren zu
generieren, indem ein Plasmid direkt in Embryonen, die sich im zwei- bis acht-Zell-Stadium
befinden, injiziert wird. In einigen Fillen integriert das Konstrukt im Genom und man erhélt

stabile Linien von Fusionsprotein exprimierenden Hydren (Wittlieb et al., 2006).
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Gab es bis vor kurzem nur eine EST-Datenbank von Hydra, so ist es nun durch die
Sequenzierung des Genoms von Hydra magnipapillata wesentlich einfacher geworden, ein
Gen von Interesse zu finden. Es gibt in dieser Datenbank Genmodelle
(http://hydrazome.metazome.net/cgi-bin/gbrowse/hydra/), in denen man ganz gezielt nach
konservierten Motiven oder Genen suchen kann (Chapman et al., eingereichtes Manuskript).
Dadurch wird es moglich, Gene zu finden, die in der EST-Datenbank nicht erfasst werden
konnten. Auflerdem kann man Promotoranalysen durchfiihren und sich mit den Exon-Intron

Grenzen eines Genes beschéftigen.

1.8. Apoptose in Hydra

Apoptose in Hydra wurde durch ein BrdU Experiment entdeckt. BrdU (Bromdesoxyuridin) ist
ein Analogon von Thymidin, welches in der S-Phase des Zellzyklus in die neu synthetisierte
DNA eingebaut wird. Somit eignet es sich sehr gut als Marker fiir proliferierende Zellen.
Durch Markierung von Hydrazellen mit BrdU konnte herausgefunden werden, dass diese
sowohl in gefiitterten als auch in ungefiitterten Hydren proliferieren. Da man jedoch in den
hungernden Hydren keine Zunahme der Zellzahl beobachten konnte, kam man zu dem
Ergebnis, dass die Zellzahl in Hydra nicht iiber Proliferation, sondern iiber Apoptose reguliert
wird (Bosch und David, 1984).

Durch den PI3-Kinase Inhibitor Wortmannin kann in Hydra massiv Apoptose induziert
werden. Da die PI3-Kinase eine wichtige Komponente einer durch Wachstumsfaktoren
ausgelosten Signalkaskade ist, nimmt man an, dass in Hydra ein {iber Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen gesteuerter Signalweg Apoptose regulieren kann (David et al., 2005).

Apoptose in Hydra ist ein sehr konservierter Prozess und es wurden bereits einige fiir die
Apoptose wichtige Proteinfamilien identifiziert. Die Hydracaspasen kann man aufgrund der
Homologie zu anderen Vertebraten- und Invertebratencaspasen in verschiedene
Untergruppen einteilen. Es gibt eine Ced-3-dhnliche (Hy-Ced-3-like), eine Caspase 3-dhnliche
(HyCasp-3-like), eine Caspase 8-dhnliche (HyCasp-8-like), sechs Caspase 9-dhnliche
(HyCasp-9-like) und eine Meta-Caspase-dhnliche (HyMetacasp-like) Caspasen (Cikala et al.,
1999; Dissertation Schmidt, 2003; Diplomarbeit Knapp, 2004; Diplomarbeit Lasi, 2005 und
A. Bottger, personliche Mitteilung). Einige der Caspasen haben Prodoméinen, die DD und
DED Dominen enthalten (sieche Abbildung 9). Bei einer Caspase wurde eine hydraspezifische
Prodoméne gefunden, die die Autoprozessierung der Caspase erlaubt (Dissertation Schmidt,

2003). Besonders auftillig ist, dass es in Hydra keine Caspase mit einer CARD Doméne gibt.

22



Finleitung

Die Frage, welche Hydracaspase an der Ausbildung des Apoptosoms beteiligt sein konnte, ist

daher besonders interessant.

HyCed-3-like
| [5]8] HyCaspase 3-like
[ DED HyCaspase 8-like 1

HyCaspase 9-like 2

PD
L .1 ]
| ]
[ 1 N —— HyCaspase 9-like 3
- | [ HyCaspase 9-like 4
| | ]

HyCaspase 9-like 5

T . —
N R R yCaspase ke
[ P . — HyCaspase 9-like 6
[ N DR

HyMetacaspase-like

Abb. 9: Caspasen in Hydra. Darstellung aller bekannten Caspasen aus Hydra vulgaris mit
Prodomine (weiB}), grofer und kleiner Untereinheit (griin). Die Prozessierungsstellen (Aspartat) sind
rot markiert. Das Histidin (N-terminal) und das Cystein (C-terminal) des aktiven Zentrums sind gelb
markiert (unveroffentlichte Daten, A.Bottger).

Zwei Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie in Hydra wurden 2004 entdeckt (Diplomarbeit
Popp, 2004). Diese beiden Proteine wurden 2005 genauer analysiert und ein drittes Protein
identifiziert. Alle drei Proteine kénnen mit ihrer C-terminalen Transmembrandoméne in die

duBere Mitochondrienmembran inserieren (Diplomarbeit Lasi, 2005).

1.9. Der Insulin-Signalweg

Insulin ist ein den Blutzucker regulierendes, metabolisches Peptidhormon. Es wird in den B-
Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas gebildet und als Antwort auf erhohten
Blutzuckerspiegel ausgeschiittet. Dadurch fiihrt es zur Aufnahme von Glukose in der Leber
und in den Muskeln sowie zur Aufnahme von Glukose und Fettsduren in das Fettgewebe.
AuBerdem werden in Leber und Muskel verstirkt Aminosduren aufgenommen, was die
Proteinsynthese anregt. Der Blutzuckerspiegel wird auf einem konstanten Level gehalten,

was fiir die korrekte Aktivitit des zentralen Nervensystems sehr wichtig ist (Cheatham und
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Kahn, 1995). Bei der Krankheit Diabetes mellitus ist dieser Mechanismus gestort. Je nach
Typ Diabetes wird entweder zu wenig Insulin gebildet, oder es findet ein altersbedingter

Sensitivitatsverlust fiir das Hormon statt.

1.9.1. Struktur und Prozessierung von Insulin

Insulin wird zunichst zu einem Préproinsulin translatiert (Patzelt et al., 1987). Dieses besteht
aus einer Signalsequenz, einer 3 —Kette, einem C-Peptid und einer o-Kette. Durch das
Signalpeptid gelangt das Priproinsulin in das endoplasmatische Retikulum wo das
Signalpeptid abgespalten wird und Proinsulin entsteht. Dieses enthélt bereits Disulfidbriicken
und gelangt zum Golgi-Apparat, wo damit begonnen wird, das C-Peptid zu entfernen. Diese
Spaltung geschieht durch so genannte prohormonkonvertierende Enzyme, PC1/PC3 und PC2,
die an zwei basischen Aminosdureresten N- und C-terminal von dem C-Peptid schneiden
(Docherty et al., 1982 und Schwartz, 1990). Im fertigen Insulin bestehen zwei
Disulfidbriicken zwischen o-Kette und § —Kette, zusétzlich liegt noch eine Disulfidbriicke
innerhalb der «-Kette vor. Die Speicherung des Insulins erfolgt als hexameres, durch zwei
Zink-Tonen koordiniertes, Insulin in Speichergranula des Golgi (Pittman, Philipson und
Steiner, 2004 und Orci et al., 1984). Bei Bedarf wird Insulin durch Fusion der Membran mit
den Speichergranula freigesetzt und gespalten, da es nur als Monomer aktiv ist.

Abbildung 10 zeigt die Reifung von Insulin.

C-Peptid C-Peptid
S—sS
coon cooH | N cooH
— s s o s s
s . S S 5 5
Signalpeptid — —
HN HN HN coor
Préproinsulin Proinsulin Insulin

Abb. 10: Reifung von Praproinsulin zu Insulin
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1.9.2. Der Insulin Signalweg in Vertebraten

Der Insulinrezeptor besteht aus zwei extrazelluliren o- und zwei membranstindigen (-
Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. In Vertebraten kann
das durch den Insulinrezeptor erhaltene Signal durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Signalweg (PI3-K) oder durch den MAP (mitogen-activated protein) -Kinase Signalweg
weitergeleitet werden. Beide Wege sind in Abbildung 11 dargestellt. Bindet Insulin an den
Rezeptor, so kommt es zundchst zur Autophosphorylierung der B-Untereinheiten an
Tyrosinresten (Van Obberghen et al., 2001). Im MAP-Kinase Signalweg werden die
phosphorylierten Reste durch die Phosphotyrosin-Bindedoméinen des Insulin-Rezeptor-
Substrates (IRS) erkannt und es kommt hier ebenfalls zu einer Phosphorylierung. Das IRS
kann dann die SH2 (Src-Homology 2) Domine des Adapterproteins She phosphorylieren,
aulerdem wird das Adaptermolekiil Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) iiber die
SH3 Doméne aktiviert. Aktiviertes Grb2 rekrutiert Sos1 (Son of Sevenless), welches den Ras
Signalweg aktivieren kann. Ras 16st eine Serinkinasekaskade aus, die nacheinander Raf, MEK
und ERK (extracellular-signal regulated kinase) aktiviert. Aktiviertes ERK transloziert in den
Zellkern, wo es die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren bedingt, die
Zellproliferation und —wachstum regulieren. Im PI3-Kinase Signalweg bindet die PI3-Kinase
iiber die SH2 Domine an phosphorylierte Tyrosine des IRS. Dadurch wird PIP,
(Phosphatidylinositol 4,5 diphosphat) phosphoryliert und es entsteht PIP; (Phosphatidyl-
inositol 3,4,5 triphosphat). Dieses aktiviert die PDK-1  (Phosphatidylinositolphosphat-
abhingige Kinase-1), die wiederum Akt/PKB (Proteinkinase B) aktiviert. Akt/PKB
phosphoryliert metabolische Enzyme wie GSK-3 (glycogen synthase kinase 3), was eine
Aktivierung der Glykogen-Synthase zur Folge hat. Das finale Ereignis dieses Signalweges ist
dann die Translokation des Glukosetransporters GLUT4 von den Vesikeln zur Zellmembran.
Diese Glukosetransporter sind nun in der Lage, Glukose in die Zelle zu transportieren (Saltiel
und Kahn, 2001). Um das Insulin-Signalling zu beenden, ist die Wirkung von Phosphatasen
notig. PTEN baut PIP3 zu PIP2 ab. Alternativ kann der Insulin-Insulinrezeptorkomplex in
Endosomen internalisiert werden, oder Insulin wird durch das Insulin abbauende Enzym IDE

abgebaut (Bevan, 2001).
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Abb. 11: Insulinsignalweg in Vertebraten (aus Saltiel und Kahn, 2001)

1.9.3. Der Insulin Signalweg in Invertebraten

In C.elegans konnte ein Insulinrezeptor, DAF-2, identifiziert werden. Dieser stellt eine
membranstindige Tyrosinkinase dar (Kimura et al., 1997). Fiir diesen Rezeptor wurden
bislang schon 38 Insulin-dhnliche Liganden gefunden (Pierce et al., 1997 und Nelson und
Padgett, 2003), die man in die drei Klassen o,  und vy einteilt, wovon letztere dem
Vertebraten-Insulin am &hnlichsten ist. Die Insulin-dhnlichen Peptide sind oft in
genomischen Clustern von drei bis sieben Genen organisiert und gehen daher wahrscheinlich
auf Duplikationsereignisse zuriick. Nur die Insulin-&dhnlichen Peptide 1 und 18 besitzen auch
ein putatives C-Peptid (Nelson und Padgett, 2003). Diese Vielfalt an potentiellen Liganden
fiir den Insulinrezeptor war iiberraschend. Die einzelnen Gene zeigen spezifische und
verschiedene Expressionsmuster. Die Insulin-&dhnlichen Peptide 1 und 8 werden zum Beispiel
in Neuronen exprimiert. Andere Gene sind jedoch funktionell redundant (Leevers, 2001).

In C.elegans wird der Insulinsignalweg dazu benétigt, das Dauerstadium zu regulieren. Nach
Stimulation von DAF-2 findet eine Autophosphorylierung der Kinasedoméne statt und das
PI3-K Homologe AGE-1 wird aktiviert. Dies produziert den second messenger PIP3, der fiir
die Aktivierung von PDK-1, AKT-1 und AKT-2 nétig ist. Durch diese Prozesse wird die
Kernlokalisation von DAF-16 und somit das Dauerstadium verhindert (Nelson und Padgett,
2003). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Insulin-dhnlichen Peptide 1 und

18 bei Uberexpression das Dauerstadium einleiten kénnen, das heiBt, hier findet ein
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antagonistischer Prozess statt. Man nimmt an, dass einige der Insulin-dhnlichen Peptide als
Agonisten und andere als Antagonisten von DAF-2 wirken. Je nach Umweltbedingungen wird
dann das Uberleben durch Inhibition des DAF-2 Signalweges und somit Eintritt in das
Dauerstadium gefordert, oder durch Aktivierung des DAF-2 Signalweges werden Wachstum
und Reproduktion gefordert (Pierce et al., 2001).

In D.melanogaster reguliert der Insulin Signalweg das Wachstum und die Grofle der
Imaginalscheiben im Larvenstadium und somit auch die GroBe des adulten Tieres. Ist der
Insulin Signalweg eingeschrankt, sinkt in den Imaginalscheiben die Zellgroe und die
Zellzahl. Wird das Signal durch Uberexpression massiv verstirkt kommt es trotz gleich
bleibender Zellzahl zu vergroBerten Zellen (Coelho und Leevers, 2000 und Leevers, 2001).
Ein Insulinrezeptor wurde ebenfalls in Drosophila melanogaster identifiziert (DInr
(Drosophila Insulin receptor)). Dieser ist fiir eine normale Entwicklung nétig und wird
aulerdem wéhrend der Embryonalentwicklung fiir die Bildung der Epidermis und des
Nervensystems bendtigt (Fernandez et al., 1995). Wird dieser Rezeptor iiberexprimiert, so
kommt es zu einem Anstieg der Zellgroe und der Zellzahl was ein groBeres adultes Tier zur
Folge hat (Brogiolo et al., 2001). Fiir den DInr konnten sieben mogliche Liganden, DILPs
(Drosophila Insulin-like Peptides) genannt, gefunden werden. Von diesen ist DILP-2 dem
humanen Insulin am &hnlichsten. In situ Hybridisierungen zeigten, dass die DILPs in
verschiedenen Geweben exprimiert werden. So werden dilp 1,2,3 und 5 in Gehirn exprimiert,
dilp 4,5 und 6 in Mitteldarm, dilp 2 in Imaginalscheiben, dilp 7 im Bauchmark und dilp2 in
Speicheldriisen. Durch Uberexpression von DILP-2 konnte festgestellt werden, dass es die
GroBle des adulten Tieres reguliert, in dem es Einfluss auf die Zellzahl und die Zellgrofe
verschiedener Organe nimmt. Andert man also entweder das Expressionslevel des
Insulinrezeptors, oder das der Insulin-dhnlichen Peptide, so hat dies eine Auswirkung auf die
Zellzahl und die ZellgroBe, wodurch die Grofle des gesamten Organismus reguliert wird. Alle
fiir den Insulinsignalweg bendtigten Komponenten wie IRS, PI3K, PTEN und Akt/PKB sind
ebenfalls bereits in Drosophila identifiziert worden.

Den Invertebraten C.elegans und D.melanogaster ist also gemeinsam, dass der
Insulinsignalweg {iber die Komponenten PI3K, PTEN und PKB/Akt durch die
Nahrungsaufnahme reguliert wird. Es gibt fiir jeweils nur einen Insulinrezeptor eine Vielfalt

an potentiellen Liganden.
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1.9.4. Komponenten des Insulin Signalweges in Hydra

In Hydra war bereits seit ldngerer Zeit das Insulinrezeptorhomolog HTK7 bekannt (Steele et
al., 1996). Nun konnten auch drei mogliche Liganden fiir diesen Rezeptor identifiziert
werden, Hydra Insulin 1, 2 und 3 (Rob Steele, unverdffentlichte Daten). Ahnlich wie humanes
Insulin besitzen sie eine Signalsequenz gefolgt von der B-Kette, einem C-Peptid und der a-

Kette. In Abbildung 12 ist dieser Aufbau dargestellt.

Hydra Praproinsulin 1:
MLIEMQSSIIFLIIIILPGVLG
GEEKPAHAQALCGNQFLLEWEVLCQIESQKE ANNLHIELKSMMEEQKHFLLKANTAKKFLNPLKRERR SIFSGKLNADEECCKEKCVTLEILEYPC

Hydra Praproinsulin 2:

MNFNNEFTFMLFVHMCLTFDLYNLLDS

KSADDYDNAKIQNKNEDKNEESFTSRINEI LKAYYNRWKTENALEYKTNFDVVEYEDDSLNKE —
ENKIIQRELRV(I:TQAFLQSLLK.HLCVFDNWAKL.I KI DTPITEKDFTLSNDVASNFLNKE DNTWFRHQYPDVYPTDINVHDECCYNKGCVVDEIMEYCHN

Hydra Praproinsulin 3:

MYDEMTVVCLCLLLHISERIAYG

ETIESSVLDVDSITSSKKEQEDSSVLTLRLNKILERYYEEWSGTFTNDKLKKETDLKNK I SKNLLVNDFIPKKK
EANEWRV(IZSHP,SFLFILKYUCNINNKPLSWSKK ERQFTEKK ELVIGGNQATSFLN'I‘NYHWLNAGFSTDVDFIDECiINLKGCNSNEISEYCN

Abb. 12: Schematische Darstellung der Hydra Préaproinsuline 1, 2 und 3. Die Signalpeptide sind
orange schattiert, 8-Ketten in tiirkis, die «-Ketten in blau und die C-Peptide in gelb. Die putativen
Prozessierungsstellen sind mit roten Buchstaben gekennzeichnet. Ebenso sind die mdglichen
Disulfidbriicken mit schwarzen Verbindungslinien eingezeichnet (erstellt nach Daten von R. Steele).

Anders als bei humanem Insulin ist in HyPraproinsulin 2 und 3 zwischen Signalpeptid und -
Kette noch ein ldngeres Stiick Sequenz von unbekannter Funktion eingebaut. Auch hier
werden die Prozessierungsstellen zwischen den einzelnen Ketten aus zwei basischen
Aminosduren gebildet, jedoch sind fiir HyPréproinsulin 2 und 3 mehrere Stellen der
Prozessierung moglich.

Weitere am Insulinsignalweg beteiligte, bereits in Hydra identifizierte Komponenten sind die
Proteinkinase B (Herold et al., 2002), die Antagonisten der PI3-Kinase PTP und PTEN
(Diplomarbeit Erlacher, 2004), sowie die PI3-Kinase, mTOR und das Insulinrezeptorsubstrat
IRS (Recherchen von R.Steele).
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1.10. Forkhead-Box Transkriptionsfaktoren
1.10.1. FOXO

FOX (Forkhead box) Transkriptionsfaktoren sind in vielfaltige Signalwege involviert und
spielen eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen.
Proteine dieser Familie besitzen alle eine hochkonservierte, etwa 100 Aminosduren lange
DNA-Bindedoméne im N-terminalen Bereich des Proteins, welche ein winged-helix DNA —
Bindemotiv ausbildet (Clark et al., 1993). Basierend auf der Homologie in dieser Doméne,
kann man die Forkhead Gene in 19 Subklassen (FOXA-FOXS) unterteilen (Kaestner et al.,
2000). Die Transaktivierungsdoméne ist im C-terminalen Bereich lokalisiert.

FOXO Transkriptionsfaktoren (O fiir other) lassen sich von anderen FOX Proteinen durch
eine flinf Aminosduren lange Insertion kurz vor Helix 3 unterscheiden, die direkt an der
sequenzspezifischen Interaktion mit DNA-Bindestellen beteiligt ist (Kaestner et al., 2000). Im
Sduger wurden bereits vier FOXO Gene gefunden (FOXO 1, 3, 4 und 6) (Fu und Tindall,
2008). In C.elegans und D.melanogaster gibt es jeweils nur ein Homologes (C.elegans daf-
16 (Lin et al., 1996) und D.melanogaster dFOXO (Kramer et al., 2003)).

FOXO Transkriptionsfaktoren besitzen sowohl eine Kernexportsequenz als auch ein
Kernlokalisationssignal, wodurch sie vom Zytoplasma zum Kern und umgekehrt transloziert
werden konnen (Biggs et al., 1999; Brownawell et al., 2001). Sie binden als Monomere an das
FOXO Erkennungselement (FRE: FOXO recognition element) ihrer DNA-Zielsequenzen,
(Furuyama et al., 2000). Die Zielgene von FOXO sind an der Regulation des Zellzyklus
(GADDA45: growth arrest and DNA damage-inducible protein 45), am Schutz vor reaktiven
Sauerstoffspezies (Katalase), an der Reparatur der DNA (DDBI1: damage-specific DNA-
binding protein 1), an der Regulation des Glukosemetabolismus (Glukose-6-Phosphatase) und
am Auslosen der Apoptose (Bim, FasL) beteiligt (Greer und Brunet, 2005).

FOXO wird durch den PI3-K-Akt Signalweg kontrolliert. Bindet Insulin oder ein anderer
Wachstumsfaktor an den zugehorigen Rezeptor, wird PKB aktiviert. Es kommt zur
Produktion von Phosphatidyl-Inositol 3,4,5-triphosphat, wodurch sich eine Bindestelle fiir die
Serin-Threonin Kinase Akt ausbildet. Akt transloziert darauthin zur Plasmamembran und
wird durch Phosphorylierung durch die 3’-Phosphoinositid-abhéngige Kinase 1 aktiviert
(Datta et al., 1999; Vivanco und Sawyers, 2002). Aktivierte PKB/Akt phosphoryliert FOXO
an drei verschiedenen Serin bzw. Threonin Stellen (Alessi et al., 1996; Brunet et al., 2004).
Phosphoryliertes FOXO bindet an 14-3-3 Bindeproteine, dieser Komplex wird aus dem
Zellkern exportiert, was eine Inhibierung der Transkription der Zielgene nach sich zieht

(Burgering und Kops, 2002). Wirken nun auf eine Zelle keine Wachstumsfaktoren mehr ein,
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so wird der PI3K-Akt Signalweg inaktiviert, FOXO dephosphoryliert und in den Zellkern
importiert, um die Transkription der Zielgene zu initiieren (Brunet et al., 2004). Dieser

Signalweg ist in Abbildung 13 dargestellt.

Insulwtors Insulin/Growth Factors

targer penes
-

Cell cycle arrest - Stress resistance Cell proliferation, Stress sensitivity
Apoptosis Cell survival

Abb. 13: Regulation von FOXO durch Insulin und Wachstumsfaktoren (Abbildung aus Greer und
Brunet, 2005). Ohne Insulin oder Wachstumsfaktoren sind FOXO Transkriptionsfaktoren im Zellkern
lokalisiert und sorgen durch die Hochregulation von Genen wie Bim oder FasL fiir Zellzyklusarrest
und Apoptose. Sind jedoch Insulin oder Wachstumsfaktoren vorhanden, so wird der PI3-K-Akt
Signalweg aktiviert. Akt phosphoryliert FOXO, diese bindet an 14-3-3 Proteine und wird aus dem
Zellkern exportiert. SGK (serum and glucocorticoid inducible kinase) wird ebenfalls iiber die PI3-K
aktiviert. Dies fiihrt zum Uberleben der Zelle und zur Zellproliferation.

Die Menge an FOXO Protein in einer Zelle wird zwar auch durch die Regulation der
Genexpression kontrolliert, hauptséchlich aber durch Abbau durch das Proteasom reguliert.
Phosphorylierung durch Akt an Serin 256 fiihrt zur Ausbildung einer Bindestelle fiir Skp2,
der substratbindenden Komponente des Skp2/culin/F-box E3 Ubiquitinligase-Komplexes
(Matsuzaki et a., 2003).

1.10.2. Beteiligung von FOXO an der Regulation von Apoptose

Besonders von Bedeutung sind FOXO Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der
Apoptose und somit auch bei der Entstehung von Krebs. Einige der Zielgene sind die an der
Apoptose beteiligten Proteine Fas Ligand , das Insulin-like growth factor Bindeprotein 1, oder
das BH3-only Protein Bim (Accili und Arden, 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Bim in
Zellen, welche ohne Wachstumsfaktoren wuchsen, durch FOXO hochreguliert wird (Dijkers
et al., 2000). Ebenso wird das proapoptotische Protein BNip 3 hochreguliert (Tran et al.,
2002). Das humane FOXO4 inhibiert indirekt das antiapoptotische Bcl-xp durch die
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Regulation dessen transkriptionalen Repressors Bcl-6 (Tang et al., 2002). Wird der Fas
Ligand hochreguliert, so kann dieses verstiarkt an Fas Rezeptoren binden, was letztendlich zur
Aktivierung der Pro-Caspase 8 fithrt. FOXO reguliert also Apoptose iiber die Transkription
von Apoptosegenen des intrinsischen und auch des extrinsischen Apoptosewegs (Fu und

Tindall, 2008).

1.10.3. FOXO in den Invertebraten C.elegans und D.melanogaster

C.elegans hat die Mdoglichkeit, eine Entwicklungspause einzulegen, wenn ein Mangel an
Nahrstoffen oder eine hohe Populationsdichte vorliegt. Die Nematoden treten dann in ein
andauerndes Larvenstadium ein. Eines der Gene, das den Eintritt in dieses Larvenstadium
reguliert, ist das dem humanen FOXO orthologe daf-16 (Ogg et al., 1997). Die Regulation
findet iiber den Insulinrezeptor DAF-2 und Homologe von PKB/AKT statt (Paradis und
Ruvkun, 1998). Bindet ein Ligand an DAF-2, so wird der Insulinsignalweg aktiviert und es
findet eine Inaktivierung von DAF-16 statt, welches dann, analog dem humanen FOXO, aus
dem Zellkern exportiert wird (Apfeld et al., 1998).

Das FOXO Homologe in Drosophila ist dFOXO. Uberexpression von dFOXO fiihrt zu
kleineren Tieren, was durch Abnahme der Zellgrofe und der Zellzahl bedingt wird. Da dieser
Phénotyp dem &hnelt, der durch Hungern ausgeldst wird, ist es wahrscheinlich, dass dFOXO
eine Aufgabe bei der Erkennung des Nahrungsangebotes hat (Kramer et al., 2003). Es konnte
ebenfalls bereits gezeigt werden, dass dFOXO eine Wirkung auf den Insulinrezeptor hat. In

gehungerten Fliegen wird dieser hochreguliert (Puig und Tijan, 2005).

1.11. Ziel dieser Arbeit

Wihrend man bei Einzellern auch Formen des programmierten Zelltodes findet, beschriankt
sich Apoptose im oben beschriebenen Sinne auf tierische Organismen.

Die wesentlichen Mechanismen der Apoptose sind von C.elegans bis zum Menschen
konserviert, dennoch scheint das komplette Netzwerk apoptotischer Vorgénge in Vertebraten
um einiges komplexer zu sein. Hydra steht ganz am Anfang der Metazoenevolution. Das Ziel
dieser Arbeit war es, mit Hilfe genomischer und EST- Datenbanken ein komplettes Bild {iber
das Arsenal apoptotischer Proteine in Hydra zu erhalten. Die molekulare Funktion der

Komponenten der Hydra- Apoptosemaschinerie sollte experimentell untersucht werden.
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2. Ergebnisse
2.1. Die Hydra Bcl-2 Familie

2.1.1. Identifikation von neuen Mitgliedern der Hydra Bcl-2 Proteinfamilie

Zu Anfang dieser Arbeit waren drei dem humanen Bcl-2 homologe Hydra-Proteine bekannt.
Durch Analyse der EST- (Expressed sequence tag)- und genomischen Sequenzen
(http://hydrazome.metazome.net/cgi-bin/gbrowse/hydra/) wurden sechs weitere kodierende
Sequenzen fiir Bcl-2 homologe Proteine hinzugefiigt. Aufgrund der Homologien wurden die
Hydra Bcl-2 Familienmitglieder HyBcl-2-like 1 bis 7 und HyBak-like 1 und 2 genannt.

Die Proteine HyBcl-2-like 1 und HyBcl-2-like 3 sind in ihrer Aminosduresequenz zu 84%
identisch. Da die beiden sie kodierenden Gene jedoch auf verschiedenen genomischen
Contigs liegen und von unterschiedlichen Genen flankiert sind, kann man davon ausgehen,
dass es sich tatsdchlich um zwei verschiedene Gene und nicht um zwei Allele handelt. Die
beiden Bak-dhnlichen Proteine unterscheiden sich recht stark, die sie kodierenden Gene liegen
jedoch auf dem gleichen Contig direkt hintereinander. Wahrscheinlich fand einst ein
Duplikationsereignis statt und seitdem evolviert mindestens eine der beiden Sequenzen.

Zwei Genvorhersagen waren unvollstindig: HyBcl-2-like 6 und HyBcl-2-like 7, wobei
ersteres durch Sequenzen aus der EST-Datenbank (http://hydrazome.metazome.net/cgi-
bin/gbrowse/hydra/) vervollstindigt werden konnte. Um die vollstindige Sequenz von HyBcl-
2-like 7 zu erhalten, wurde eine RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) Reaktion
durchgefiihrt. Dazu wurde eine spezielle cDNA hergestellt. Hydra mRNA wurde mit einem
Primer revers transkribiert, der durch Bindung an die poly-A-Sequenz dem Transkript eine
Linker-Sequenz anfiigte, an welche bei der PCR-Reaktion ein Primer binden konnte. Die
anschlieBende PCR wurde mit einem genspezifischen 5° Primer und einem 3’ Primer, der an
eben diesen Linker band, durchgefiihrt. Die RACE Reaktion amplifizierte das gesamte C-
terminale Ende von Hydra Bcl-2-like 7, einschlieBlich der poly-A-Sequenz und des Stop-

Codons.
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2.1.2. Analyse der Hydra Bcl-2-like Proteinsequenzen

Die kodierenden Sequenzen der HyBcl-2-like Proteine wurden anschlieBend aus cDNA
amplifiziert. Abbildung 14 zeigt fiir je einen Vertreter der HyBcl-2-like und der HyBak-like
Proteine einen Sequenzvergleich mit den humanen Homologen. AuBlerdem wurden die
Sekundérstrukturen ~ der  Proteine  mit dem  Programm  Predict  Protein
(http://www.predictprotein.org/) berechnet und mit den bekannten Kristall- und
Rontgenstrukturen von Bel-Proteinen verglichen (Aritomi et al., 1997 und Moldoveanu et al.,
20006).

Es sind einige konservierte Bereiche vorhanden. Die stirkste Konservierung findet man in
den BH-Doménen. Die Strukturvorhersagen fiir die Helices von HyBcl-2-like 4 und HyBak-
like 1 stimmen mit denen im humanen Bcl-2 bzw. Bak sehr gut iiberein. Die einzige
Ausnahme bildet der C-Terminus von HyBak-like 1. Hier findet man eine B-Strang Struktur
weniger als im humanen Protein, stattdessen wird hier noch eine zusitzliche Helix

vorhergesagt.
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Abb. 14: Sequenzvergleich von Hydra Bcl-2-like 4 mit Homo sapiens Bel-2 (Zugangsnummer
NP_000624) (A) und Hydra Bak-like 1 mit Homo sapiens Bak (Zugangsnummer NP_001179)
(B). Dunkelgrau hinterlegt sind gleiche Aminosduren, hellgrau dhnliche Aminosduren. Rahmen
zeigen die BH Dominen. Die vorhergesagten Helix- (lila), Loop (griin)- und B-Strang-Strukturen
(blau) sind mit Balken markiert, ebenso die Transmembrandomine (schwarz). Mit gelben Sternen
gekennzeichnet ist das konservierte Kernstiick der BH3-Doméane LXXXGD.
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Die BH-Doménen der einzelnen Hydra Proteine sind nicht alle gleich gut konserviert. Dies
zeigt ein Sequenzvergleich aller relevanten Hydra Bcl-2-Homologie-Doménen mit humanen

BH-Doménen in Abbildung 15.

BH1 Doméane BH2 Doméane

HsBcl2

HsBax
HyBcl-2-likel
HyBcl-2-1ike2
HyBcl-2-1ike3
HyBcl-2-1i1ke4
HyBcl-2-1ike5
HyBcl-2-1ike6
HyBcl-2-1ike7
HyBak-likel

VVEELFRDG-VAWGRIVAFFEFGGY
VAR SHGNENNGRVWALEYEASK
VSQKVETBONENNGEWYSE TEGCK
WAEEIFSDG-INWGRITVEYAEACK
VSQEVLABDNENNGEVYSLI TEGCK

WADEIEVSG-KNNIGRVWARLTEGEN
VERNVEKS - INECRIISEAYCH 1
VAKETEARGTKNHIGRVEARY TEAGC
NESEANFEKCESHPLIVSEELESAN
WARREFENG- INWGRIVALECEGYE

HsBcl2

HsBax
HyBcl-2-likel
HyBcl-2-1ike2
HyBcl-2-1ike3
HyBcl-2-1i1ke4
HyBcl-2-1ike5
HyBcl-2-1i1ke6
HyBcl-2-like7 G
HyBak-likel

TWIQENG-GWBARVEL
GWIQBQG-GWRGLLSY
—WEK@KG-GWBDENRT
~WERBSGRGWNGEIEN
Wi 1| EKG-GWBNENRT

YWINGQG-GWBGFEI F
~WEEANG-AWBGEMKY
D.ElQG G.DlPKK

IENG-G SF
KWIAKNG-G VG
QWIABHG-G DF

HyBak-like2 VAKKEFENDNTAWSHIVISEICEGVE HyBak-like2

BH3 Doméane BH4 Doméane

HsBcl-2 VVHLTERQAGBBESRRYRRD---- HsBcl-2 ~DNRE IVMKYFHYBLEQR-GYEW
HsBax KESECEKRIGBEE-DSNMELQ---

HyBcl-2-1ikel
HyBcl-2-1i1ke2
HyBcl-2-1i1ke3
HyBcl-2-1i1ke4d

TIVVTERRYSSEEEDMH 1 DE----
RKETEEMMRLVE---EJE | KHEEE
TAVTERRYSSEEEDMH 1 DE----

KTEQRVGBEEESANTDE----
HFE CL-—-

HyBcl-2-1ikel
HyBcl-2-1i1ke2
HyBcl-2-11ke3
HyBcl-2-1i1ke4d

HyBcl-2-1ike5 VSKHETI—— HyBcl-2-like5 --LNNEFKLSKWY IDSLLVATY
HyBcl-2-like6 TVAKECSNM-EEDNARF------ HyBcl-2-1ike6 SIINTAFAIAMYY IPEHLRSSV
HyBcl-2-like7 IIFAIEQLKNSLEKLSPGLYN--- HyBcl-2-like7 TQAILEQEVDHEME--------

HyBak-likel
HyBak-l1ike2

NEGRVEASEGBEINDKYRQVE---
KAVQILEEQGG I A1 QKYHHAE—--

GFIRKLANDHEHYRIE--G-—-
—-PEAK IAKEVAYQLEIQRKEGK
GFIRKLANDHEHYRILE--G-—-
NYKR 1 -VKSYVGERERKEGH--

Abb. 15: Sequenzvergleich der BH-Doménen von Hydra mit denen von humanem Bcl-2
(Zugangsnummer NP _000624) bzw. Bax (Zugangsnummer NP _620116). Der Sequenzvergleich
wurde angefertigt mit dem Programm Clustal X. Ahnlichen Aminosiuren, die zum konservierten
Motiv beitragen, wurde der gleiche Farbton zugeordnet.

Man erkennt, dass die BH1 und BH2 Doménen sehr gut konserviert sind. Die BH3 und BH4
Doménen dagegen sind nicht besonders gut konserviert.

Fiir Hydra
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/)

alle Proteine ~ wurde mit dem = Programm = TMHMM

eine  C-terminale = Transmembrandoméine

gefunden. Im Anhang ist unter Abbildung 62 ein Sequenzvergleich aller HyBcl-2-like
Proteine dargestellt, der die vorhergesagten Sekundirstrukturen, die Bereiche der BH-
Doménen und die Transmembrandoménen aufzeigt.

in den genomischen Sequenzen

Zum Vergleich wurde nach Bcl-2-like Genen

(http://genome.jgi-psf.org/Nemvel/Nemvel.home.html) der Seeanemone Nematostella
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vectensis gesucht. Es fanden sich acht auf EST und Genmodelle gestiitzte Sequenzen fiir Bcl-
2 édhnliche Proteine. Auch sie zeigen gute Konservierung der BH-Dominen und der
Sekundérstruktur. Allerdings konnte hier kein Bak-&hnliches Protein gefunden werden. Ein
Sequenzvergleich dieser Proteine mit den wichtigen Doménen und Helices ist im Anhang

unter Abbildung 63 zu finden.

2.1.3. Analyse der Exon-Intron Struktur der HyBcl-2-like Proteine

Sind in einem Gen mehrere Exons und Introns vorhanden, so ermdglichen sie alternatives
SpleiBen. Hierbei kdnnen mehrere, auch funktional unterschiedliche, Varianten eines Gens
entstehen. Dies ist zum Beispiel bei humanem Bax, welches von 6 Exons kodiert wird, der
Fall. Wird Exon 3 ausgelassen, so werden Exons 2 und 4 miteinander verbunden, was zu
einer verkiirzten Version von Bax o, Bax 6 genannt, fiihrt (Apte et al., 1995). Die Genstruktur
der HyBcl-2-like Familie ist in Abbildung 16 im Vergleich mit der von humanem Bcl-2, Bax,
Bak und C.elegans Ced-9 abgebildet (Daten iiber Bcl-2, Bax, Bak und Ced-9 entnommen aus
Herberg et al., 1998).

Das humane Bcl-2 Gen besitzt nur ein Intron, humanes Bax sechs, Bak vier und Ced-9 drei.
Die Hydra-Gene besitzen alle ein konserviertes Intron. Es liegt in der BH2 Doméne und teilt
die letzten beiden Exons voneinander. Das Intron liegt immer an der gleichen Stelle, ndmlich
nach der kodierenden Sequenz fiir das konservierte Motiv GGW. Es ist daher wahrscheinlich,
dass das urspriingliche Gen nur ein Intron besessen hat (Herberg et al., 1998). Dieses ist auch
in Nematostella vectensis konserviert (Anhang Abbildung 64). HyBcl-2-like 7 hat drei
zusétzliche Introns, dieses Gen nimmt in der Hydra Proteinfamilie auch aufgrund seiner
GroBe und seiner besonders schlecht konservierten BH3 und BH4 Doménen eine

Sonderstellung ein.
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9'UTR BH4 BH3 BHA1 BH2 ™ 3UTR

HsBcl-2

HsBax

HsBak

CeCed-9

HyBak-like 1

HyBak-like 2

HyBcl-2-like 1

HyBcl-2-like 2

HyBcl-2-like 3

HyBcl-2-like 4

HyBel-2-like § %

HyBcl-2-like 6

HyBcl-2-like 7

Abb. 16: Vergleich von Bcl-2 Genstrukturen aus verschiedenen Organismen. Dargestellt sind
Exons (Késtchen) und Introns (Linien) sowie die Bcl-2-Homologie-Doménen mit strukturierten
Kistchen (BH1 4 , BH2 1, BH3 [l und BH4 B&) und die Transmembrandoméne (schwarz; TM).
Grau schattiert sind die 5’ und 3’ untranslatierten Bereiche (UTR) dargestellt.
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2.1.4. Untersuchung der Lokalisation der Hydra Bcl-2 Proteine

Zuerst wurde die subzelluldre Lokalisation der HyBcl-2-like Proteine untersucht. Zu diesem
Zweck wurden die Gene in den Vektor hoT G kloniert, einem Vektor speziell fiir die
Expression von Proteinen in Hydra. Von diesem Vektor werden GFP-Fusionsproteine unter
der Kontrolle des Hydra Aktinpromotors stark exprimiert. Die Plasmid-DNA wurde mit dem
PDS-1000/He Particle Delivery System in Hydren transfiziert (Bottger et al., 2002). Um die
Struktur der C-terminalen Transmembrandoméne nicht zu verdndern, wurde ein N-terminal
mit GFP fusioniertes Protein exprimiert. Die Expression der Proteine war bereits nach einem
Tag sichtbar, Tiere mit transfizierten Zellen wurden fixiert und mit einem mitochondrialen
Marker, dem Antikorper gegen die alpha-Untereinheit der mitochondrialen ATP-Synthase,
nachgefarbt. Das Ergebnis dieser Experimente ist in Abbildung 17 dargestellt (alternative
Zellen im Anhang unter Abbildung 65). HyBak-like 1 konnte nur exprimiert werden, wenn
HyBcl-2-like 1, dem die C-terminale Transmembrandoméine fehlte, ko-exprimiert wurde.
Moglicherweise halt dieses verkiirzte HyBcl-2-like 1 das Protein HyBak-like 1 in einem
inaktiven Zustand. Trotzdem waren nur sehr wenige transfizierte Zellen zu finden, was auf

eine stark proapoptotische Wirkung von HyBak-like 1 schlief3en lief3.

GFP-HyBcl-2-like 1 «-ATP-Synthase Uberlagerung

-

Uberlagerung

Abb. 17: Expression von HyBcl-2-like und HyBak-like Proteinen in Hydra (fortgesetzt auf der
nichsten Seite).
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GFP-HyBcl-2-like 3 «-ATP-Synthase Uberlagerung

= . X
. 0

Uberlagerung

GFP-HyBcl-2-like 5 Uberlagerung

«-ATP-Synthase Uberlagerung

Abb. 17: Expression von HyBcl-2-like und HyBak-like Proteinen in Hydra (fortgesetzt auf der
néchsten Seite).
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GFP-HyBcl-2-like 7 «-ATP-Synthase Uberlagerung

Uberlagerung

Uberlagerung

Abb. 17: Expression von HyBcl-2-like und HyBak-like Proteinen in Hydra. Dargestellt ist jeweils
ein optischer Schnitt mit einer Dicke von 0,3um durch eine ektodermale Epithelzelle von Hydra,
welche das GFP-HyBcl-2-like Fusionsprotein exprimiert (links). Als mitochondrialer Marker diente
der a-ATP-Synthase Antikdrper (Mitte). Rechts ist in der Uberlagerung zusitzlich die Kernfirbung
(mit TO-PRO-3) in blau gezeigt, das GFP-Signal ist hier in griin und das a-ATP-Synthase Signal
(bzw. RFP-Signal) in rot dargestellt. HyBak-like 1 ist als RFP-Fusionsprotein dargestellt und wurde
mit GFP-HyBcl-2-like 1 ohne TM ko-exprimiert. Der GrolenmalBstab betrdgt 10um.

AuBer HyBcl-2-like 7 zeigten alle Proteine eine punktformige Verteilung in der Zelle, die mit
dem mitochondrialen Marker korrelierte, jedoch keine vollstindige Uberlagerung zeigte. Es
hat den Anschein, als wire das GFP-Signal ringformig um das Signal der ATP-Synthase
herum lokalisiert. Zusétzlich zeigten HyBcl-2-like 2 und HyBcl-2-like 5 eine Lokalisation im
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Zytoplasma und an der Kernmembran. Um dies deutlicher darzustellen, sind in Abbildung 18

noch hohere Vergroferungen gezeigt.

GFP-HyBcl-2-like 1

4

«-ATP-Synthase Uberlagerung

«-ATP-Synthase Uberlagerung

I;; ‘

Uberlagerung

Abb. 18: Expression von HyBcl-2-like und HyBak-like Proteinen in Hydra (fortgesetzt auf der
nichsten Seite).
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GFP-HyBcl-2-like 6 «-ATP-Synthase Uberlagerung

Uberlagerung

Abb. 18: Expression von HyBcl-2-like und HyBak-like Proteinen in Hydra. Dargestellt ist jeweils
ein optischer Schnitt mit einer Dicke von 0,3um durch eine ektodermale Epithelzelle von Hydra,
welche das GFP-HyBcl-2-like Fusionsprotein exprimiert (links). Als mitochondrialer Marker diente
der a-ATP-Synthase Antikdrper (Mitte). Rechts ist in der Uberlagerung die Kernfirbung mit TO-
PRO-3 blau gezeigt, das GFP-Signal in griin und das a-ATP-Synthase Signal rot dargestellt. Der
GroBenmalBstab betrdgt 10um.

Das Protein HyBcl-2-like 7 zeigte keine Ko-Lokalisation mit dem mitochondrialen Marker,
stattdessen sah es eher so aus, als wére das Protein im endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurde HyBcl-2-like 7 mit dem ER-Marker
HyBax-Inhibitor-1 in Hydra ko-exprimiert. Dies ist ein antiapoptotisches Protein, welches mit
seinen sechs Transmembrandoménen in das ER inseriert (Diplomarbeit Wagner, 2009).
Zusitzlich wurde HyBcl-2-like 7 in HEK 293T-Zellen exprimiert und mit einem anti-
Calnexin Antikorper gegengefdrbt. Beide Experimente bestétigten eine Lokalisation von

HyBcl-2-like 7 im endoplasmatischen Retikulum (Abbildung 19).
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GFP-HyBcl-2-like 7 RFP-BI-1 TO-PRO-3 Uberlagerung

TO-PRO-3

GFP-HyBcl-2-like 7

Uberlagerung

Abb. 19: Subzellulire Lokalisation von HyBcl-2-like 7. In der oberen Reihe ist eine ektodermale
Epithelzelle von Hydra dargestellt, welche GFP-HyBcl-2-like 7 exprimiert, als ER-Marker diente
RFP-HyBI-1 (Diplomarbeit Wagner, 2009). In der unteren Reihe ist eine HEK 293T-Zelle, die GFP-
HyBcl-2-like 7 exprimiert, dargestellt. Hier diente ein Calnexin Antikorper als ER-Marker. In den
Uberlagerungen sind die GFP-Signale in griin dargestellt, das RFP-Signal, bzw. das anti-Calnexin
Signal in rot und die Kernfarbung mit TO-PRO-3 in blau. Dargestellt sind jeweils optische Schnitte
mit einer Dicke von 0,3um.Der GroBenstandard betrdgt 10um.

2.1.5. Die mitochondriale Lokalisation ist abhingig von der C-terminalen
Transmembrandomiéine

Fiir viele Proteine mit C-terminaler Transmembrandoméne wurde bereits herausgefunden,
dass sie nicht durch ein mitochondriales Sortierungssignal an die Mitochondrien direktioniert
werden, sondern dass sie mit den Transmembrandoménen spontan und sogar vermutlich ohne
Rezeptoren in die dullere Membran inserieren (Setoguchi et al., 2006). Um die Wichtigkeit
dieses hydrophoben Bereichs auch in Hydra zu demonstrieren, wurde eine Mutante kloniert,
der dieser Bereich fehlte. In Abbildung 20 ist das Ergebnis dieses Versuches dargestellt. Man
kann deutlich erkennen, dass sich GFP-HyBcl-2-like 6ATM in der ganzen Zelle und sogar

sehr stark im Zellkern befand. Es fand keine Lokalisation an den Mitochondrien statt.
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GFP-HyBcl-2-like 6A TM o-ATP-Synthase

Uberlagerung

Abb. 20: Optische Schnitte einer ektodermalen Epithelzelle von Hydra, welche GFP-HyBcl-2-
like 6ATM exprimiert. Die Gegenfirbung der Mitochondrien erfolgte mit dem o-ATP-Synthase-
Antikorper, der in diesem Fall auch unspezifische Farbung der Nematozytenkapseln zeigte (als Ringe
zu erkennen). Die Firbung des Zellkernes erfolgte mit TO-PRO-3. In der RGB-Uberlagerung ist eine
zytoplasmatische Verteilung des Fusionsproteins (in griin gezeigt) und Ko-Lokalisation mit dem
Zellkern (in blau gezeigt) nicht jedoch mit den Mitochondrien (in rot gezeigt) zu beobachten. Der
GroBenmaBstab betridgt 10pum, die Dicke der optischen Schnitte 0,3um.

Die Proteine HyBcl-2-like und HyBak-like lokalisieren also mit der C-terminalen
Transmembrandoméne an die Mitochondrien. HyBcl-2-like 2 und HyBcl-2-like 5 sind auch
im Zytoplasma und an der Kernmembran zu finden. HyBcl-2-like 7 ist am ER lokalisiert.
Solche Unterschiede in der Lokalisation der Bcl-2 Proteine findet man auch in Sidugerzellen.
Sie werden bedingt durch die Anzahl und Position der die Transmembrandomine
flankierenden Aminosiuren (Kaufmann et al., 2003). Wird die Transmembrandomine je von
zwel oder mehr basischen Aminosduren C- und N-terminal flankiert, so lokalisiert ein Protein
an die Mitochondrien, findet man je nur eine basische Aminosdure, so lokalisiert das Protein
zusitzlich an das ER, findet man auf einer Seite der Transmembrandoméne gar keine basische
Aminosdure, so findet nur eine Lokalisation an das ER statt. Eine Analyse dieser
Aminosduren in den Hydra Proteinsequenzen zeigt zwischen den verschiedenen Proteinen

deutliche Unterschiede auf, die in Abbildung 21 gezeigt sind.
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A
HsBcl-2 DAFVELYGPSMRPLFDFSWLSLTLLSLALVG===ACITLGAYLGHE- -
HyBcl-2-likel DDFNRTFTRPAQNTWWETSLWVGLSASLA----—- AAFVMESLR--
Hybcl-2-1ike2  NGFIENFDVEQDSWVQGLFAATLGLGTIA-———-- AALY IS--
HyBcl-2-1ike3 -NFNRTFTRPVQSTWWRTSLWVGLSASLV--——-- AALAVKFLERRLR--
HyBcl-2-1ike4 -GFLIFFERTRNNDDEQGSQSVFLVSALAGLGY—GALLMLTFR--
HyBcl-2-1ike5  -GLMKYFFNPTDYFWEGFVVTTVGLGAMA--———- GLLYARS--
HyBcl-2-1ike6 -DLPKKLSNDSNNQSSWSHVIAVGGVVAAT--——- AGLFLFSTGMR--
HyBcl-2-like7  YVILDIGNFFNHPLSIKTLSVLIWIPILILLFAWLVNSQVENEYFES 1 FKQTENKDFQNFVSNEL -
HyBak-likel -GWLAALVGLISKVDDSSDVWEKRIVILGSI IA-—————- TVYMIHRITR--
HyBak-like2 DFFDDPNCQFRTNH I LAAMA I SELTN I EVWLQRFFVASLVSG I I VIAWREWHQP--
B

Protein Lokalisation

HyBcl-2-like 1 duBere Mitochondrienmembran

HyBcl-2-like 2 dullere Mitochondrienmembran und ER

HyBcl-2-like 3 dullere Mitochondrienmembran

HyBcl-2-like 4 duBere Mitochondrienmembran

HyBcl-2-like 5 dullere Mitochondrienmembran und ER

HyBcl-2-like 6 duBere Mitochondrienmembran und ER

HyBcl-2-like 7 ER

HyBak-like 1 duBere Mitochondrienmembran

HyBak-like 2 dulere Mitochondrienmembran

Abb. 21: Analyse der Sequenzen der Transmembrandoméinen der Hydra Bel-2 Familie.

(A) Dargestellt sind die Sequenzen der C-Termini der Hydra Proteine und von humanem Bcl-2
(Zugangsnummer NP_000624). Die Transmembrandoméne ist blau gekennzeichnet, die basischen
Aminosduren sind rot gekennzeichnet. Die Tabelle (B) gibt einen Uberblick iiber
Lokalisationsvorhersagen, die durch die Analyse in (A) getroffen werden konnten.

Die auf dieser Grundlage gemachten Vorhersagen zur Lokalisation der HyBcl-like und
HyBak-like Proteine stimmen mit den Beobachtungen (siche Abbildung 17) weitestgehend
iiberein. Die Proteine HyBcl-2-like 1, 3 und 4 sowie HyBak-like 1 und 2 sind nur an den
Mitochondrien lokalisiert. Die Transmembrandoménen von HyBcl-2-like 2, 5 und 6 werden je
nur von einer basischen Aminosdure flankiert, sie sollten wie humanes Bcl-2 (Akao et al.,
1994) an Mitochondrien und ER lokalisieren konnen. Dies konnte fiir HyBcl-2-like 2 und 5,
allerdings nicht fir HyBcl-2-like 6 beobachtet werden. Die Transmembrandoméine von

HyBcl-2-like 7 ist nur C-terminal von basischen Aminosduren umgeben, es lokalisiert an das

ER.

2.1.6. Antikorper gegen HyBcl-2-like 1 und HyBak-like 1
Zur Herstellung von polyklonalen Antikérpern gegen HyBcl-2-like 1 und HyBak-like 1

wurden die Gene ohne den Bereich, der fiir die Transmembrandomaine kodiert, in den Vektor
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pRSET A kloniert, die Proteine in Bakterien in groBem Malstab iiberexprimiert und
denaturierend aufgereinigt. Das Protein wurde zur Immunisierung von Hiihnchen verwendet
(Firma Davids). Die Antikorper wurden zuerst in einer Western Blot Analyse getestet. Sie
erkannten bis zu 500 pg (anti-HyBak-likel) bzw. 80 ng (anti-HyBcl-2-like 1) an
rekombinantem Protein. Auflerdem waren sie in der Lage, in HEK 293T- Zellen
iiberexprimiertes Protein zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Um endogenes HyBcl-2-like 1
bzw. HyBak-like 1 Protein zu detektieren, wurden Mitochondrien von 250 Hydren mittels
Carbonatextraktion aufgeschlossen. Bei dieser Methode werden die Proteine der inneren und
duleren Mitochondrienmembran von denen des Intermembranraums und der Matrix getrennt
und dadurch angereichert. Es wurden verschiedene Mengen an Protein aufgetragen, durch
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran {bertragen und dort mit den jeweiligen
Antikorpern geféarbt. Das Ergebnis ist in Abbildung 22 dargestellt.

10 Hy 5 Hy 10 Hy
= -
— 25
Anti-HyBak-like 1 Anti-HyBcl-2-like 1
25kDa 26kDa

Abb. 22: Western Blot zur Analyse von endogenem HyBak-like 1 bzw. HyBcl-2-like 1. Eine durch
subzelluldre Fraktionierung ganzer Hydren gewonnene Mitochondrienfraktion wurde durch
Carbonatextraktion in 16sliche und membranstindige Proteine aufgetrennt, die Membranproteine
wurden durch Zentrifugation angereichert, in einem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen und mit den jeweiligen Antikdrpern gefarbt. Aufgetragen sind die
Mitochondrien von je 5 und 10 Hydren. Pfeile markieren die stirksten Banden.

Der Anti-HyBak-like 1 Antikérper erkennt eine Bande bei ca. 30 kDa. Das berechnete
Molekulargewicht liegt bei 25 kDa. Anti-HyBcl-2-like 1 erkennt eine Bande bei 26 kDa, was
der berechneten Grofle entspricht. Damit wurde bestitigt, dass sowohl HyBak-like 1 als auch
HyBcl-2-like 1 in den Mitochondrien von Hydra exprimiert sind.

Anschlieend wurde mit den Antikérpern eine Immunfluoreszenzanalyse an ganzen Hydren
durchgefiihrt. Daraus konnte geschlossen werden, dass sowohl endogenes HyBcl-2-like 1 als
auch endogenes HyBak-like 1 in allen Zellen exprimiert und an den Mitochondrien lokalisiert

sind. Dies ist aus Abbildung 23 zu erkennen.
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anti-HyBcl-2-like 1 anti-ATP-Synthase Uberlagerung

Uberlagerung

Abb. 23: Immunfluoreszenzanalyse an ganzen Hydren mit anti-HyBcl-2-like 1 und anti-Hy-Bak-
like 1 Antikorper. Gezeigt sind Ausschnitte aus der Korpersdule von ganzen Hydren, die mit dem
anti-HyBcl-2-like 1 (A) bzw. dem anti-HyBak-like 1 (B) Antikorper gefiarbt wurden. Als
Zweitantikorper wurde ein FITC-markierter Antikorper verwendet, das Signal ist in der Uberlagerung
griin gezeigt. Als Mitochondrienmarker diente der ATP-Synthase Antikorper, welcher mit dem anti-
Maus-Cys Antikorper sichtbar gemacht wurde. Dieses Signal ist in der Uberlagerung in rot gezeigt.
Man kann in der Uberlagerung eine deutliche Ko-Lokalisation erkennen (gelbe Farbe). Es sind
optische Schnitte mit einer Dicke von 0,3um gezeigt, der GroBenstandard betrdagt 10um.

2.1.7. Untersuchung der Funktion der HyBcl-2-like Proteine

Im Folgenden wurde untersucht, welche Rolle die HyBcl-2-like Proteine bei der Apoptose
spielen. Losen sie bei Uberexpression Apoptose aus oder kdnnen sie diese gar verhindern? Da
die Anzahl der transformierten Zellen in einem Hydra Transformations-Experiment meist
recht niedrig ist und sich so ein hoher Standardfehler ergibt, wurde fiir Untersuchungen der
pro- und antiapoptotischen Aktivitdit der Hydra Proteine auf ein Siugetierzellsystem
ausgewichen. Alle folgenden Versuche wurden an HEK 293T-Zellen durchgefiihrt. Dafiir
wurden die Gene der Hydra Bcl-2 Familie in den Vektor pEGFP kloniert, wiederum am 3’
Ende der GFP-Sequenz. HEK 293T-Zellen wurden mit der jeweiligen Plasmid-DNA
transfiziert. Die Fusionsproteine wurden bereits nach einem Tag stark exprimiert.
Apoptotische Zellen wurden anhand der typischen Verdnderungen der DNA-Verteilung im
Zellkern erkannt (siche Abbildung 24 A). Es wurden dann griin fluoreszierende Zellen gezahlt
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und der Anteil an apoptotischen Zellkernen bestimmt. In Abbildung 24 B sind
mikroskopische Bilder der beiden Extremfille gezeigt. HyBcl-2-like 6 exprimierende Zellen
zeigen keine Apoptose. In HyBak-like exprimierenden Zellen dagegen sind bis zu 90%
apoptotisch. Abbildung 24 C zeigt den Anteil von apoptotischen Zellen bei Expression aller
HyBcl-2-like und HyBak-like Proteine. Zum Vergleich wurde der Anteil von apoptotischen

Zellen bei Expression von humaner Caspase 8 bestimmt.

GFP-HyBak-like 2 TO-PRO-3

Uberlagerung

GFP-HyBcl-2-like 6 Uberlagerung

Abb. 24: Expression der HyBcl-like und HyBak-like Proteine in HEK 293T-Zellen (fortgesetzt
auf der nichsten Seite).
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Expression der HyBcl-like und HyBak-like Proteine
in HEK 293T-Zellen

100
90

80

% apoptotische Zellen

Bcl 2-1 Bcl 2-2 Bcl2-3 Bcl 2-4 Bcl 2-5 Bcl 2-6 Bel2-7 Bak1l Bak2 GFP  HsC8

Abb. 24: Expression der HyBcl-like und HyBak-like Proteine in HEK 293T-Zellen. (A)
Expression von GFP-HyBak-like 2 in HEK 293T-Zellen. Eine Farbung der DNA mit TO-PRO-3 zeigt
einen apoptotischen Zellkern. In der Uberlagerung ist das GFP-Signal in griin, das TO-PRO-3-Signal
in blau dargestellt. Die Abbildung zeigt optische Schnitte mit einer Dicke von 0,5 um, der
GroBenmalBstab betrigt 10um. In (B) sind Uberblicksbilder dargestellt, die das morphologische Bild
der transfizierten Zellen zeigen, die ein antiapoptotisches (HyBcl-2-like 6) oder proapoptotisches
(HyBak-like 2) Protein exprimieren. In der Uberlagerung ist das GFP-Signal in griin, das TO-PRO-3-
Signal in blau dargestellt. Die Abbildung zeigt optische Schnitte mit einer Dicke von 0,5 pum, der
GroBenmaBstab betrdgt 50um. (C) zeigt den prozentualen Anteil von apoptotischen Zellen bei
Uberexpression der Hydraproteine in HEK 293T-Zellen. Als Kontrollen dienten die Expression von
GFP und humaner Caspase 8. Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander
wiederholt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Proteine HyBak-like 1 und 2 in diesem Versuch stark
proapoptotisch wirkten. Sie losten beinahe ebensoviel Apoptose aus wie humane Caspase 8.
Auch das Protein HyBcl-2-like 5 16ste in gewissem Malle Apoptose aus. Alle anderen
Proteine waren in diesem System nicht proapoptotisch. Das Ergebnis zeigt, dass die Hydra
Proteine offensichtlich mit den humanen Bcl-2 Proteinen in diesen Zellen interagieren. Diese
Interaktion sollte {iber die BH3 Domine vermittelt werden. Die wichtigste Aminosiure ist
dabei ein Leucin an Position 1 der Kernsequenz (siche Abbildung 15), welche in allen
bekannten Bcl-Proteinen vorhanden ist. In humanen Proteinen fiihrt die Deletion des Leucins
zu einer funktionslosen BH3 Doméne (Wang et al., 1998). Dieses Leucin ist auch in den

HyBcl-2-like Proteinen konserviert (siche Abbildung 25).
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HsBcl-2
HsBax
HyBcl-2-1ike
HyBcl-2-1ike
HyBcl-2-1ike
HyBcl-2-l1ike
HyBcl-2-l1ike
HyBcl-2-1ike
HyBcl-2-1i1ke
HyBak-1i1kel
HyBak-11ke2

NOoO oo h~hWDNE

-VPPVVHLT
-STKKLSEC
-—=TTTWT
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-—-TTTAVT
-——1EIAKT
-K1GEKVFE
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RQAGDDFSRRYRRD—----
KR IGDEL-DSNMELQ---
RRVSSELEDMH I DF----
VE---EIEIKHELF----
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QRVGDELESANTDF-—---
CL---ELVSKHETF----
CSNM-ELDNAFF-—----
QLKNSLLKLSPGLYN---
ASFGDE INDKYRQVF---
EEQGGIAIQKYHHAF---

Abb. 25: Sequenzvergleich der BH3 Domiine von humanem Bcl-2 (Zugangsnummer
NP _000624) bzw. Bax (Zugangsnummer NP _620116) im Vergleich mit den Hydra
Proteinen. Konservierte Aminosduren die zur Konsensus-Sequenz beitragen sind blau
hinterlegt. Das Leucin (rot) an Position 1 der Kernsequenz ist stets konserviert.

Um die Sperzifitidt der proapoptotischen Effekte von HyBak-like 1 zu testen, wurde dieses

Leucin gegen Glutaminsdure ausgetauscht. Die Punktmutation hob die proapoptotische

Wirkung von HyBak-like 1 fast vollstdndig auf, wie Abbildung 26 zeigt.

A GFP-HyBak-like I WT

TO-PRO-3 Uberlagerung

Uberlagerung

Abb. 26: Expression von HyBak-like 1 Wildtyp und HyBak-like 1 BH3 Mutante in HEK 293T-
Zellen (fortgesetzt auf der nichsten Seite)
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B Expression von HyBak-like 1 WT und BH3 Mutante in
HEK 293T-Zellen
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Abb. 26: Expression von HyBak-like 1 Wildtyp und HyBak-like 1 BH3 Mutante in HEK 293T-
Zellen. (A) zeigt transfizierte Zellen die HyBak-like 1 Wildtyp oder HyBak-like 1 BH3 Mutante
exprimieren. In der Uberlagerung ist das GFP-Signal in griin, das TO-PRO-3-Signal in blau
dargestellt. Der GroBenmaBstab betrdgt 10um, es sind optische Schnitte mit einer Dicke von 0,5 um
gezeigt. (B) zeigt den prozentualen Anteil von apoptotischen Zellen bei Uberexpression von HyBak-
like 1 Wildtyp oder BH3 Mutante in HEK 293T-Zellen. Als Kontrolle diente die Expression von GFP.
Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhingig von