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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichte der Apoptoseforschung

Das Auftreten von Zelltod unter bestimmten physiologischen und pathologischen
Bedingungen in vielzelligen Organismen ist in den vergangenen 150 Jahren mehrfach
dokumentiert worden. Bereits 1871 priagte Virchow die Begriffe ,necrosis“ und
,hecrobiosis* (Virchow, 1871). Etwa 100 Jahre umfaBte der Begriff Nekrose (necrosis,
grichisch fiir Tod, Tétung, Absterben) alle Typen des Zelltods. Das weitverbreitete
Auftreten und die biologische Relevanz des Zelltods erkannten 1972 der australische
Pathologe John F. R. Kerr und seine schottischen Kollegen Andrew H. Wyllie und Alastair
R. Currie (Kerr et al., 1972). Sie fiihrten die terminologische Unterscheidung zwischen
nekrotischem Zelltod, der durch mechanische Verletzung oder durch eine andere

irreparable Schddigung wie Sauerstoffmangel hervorgerufen wird, und ,,physiologischem®,

@w

\\Q_

1

Abb. 1.1: Strukturelle Verinderungen einer Zelle wihrend der Apoptose. Zunichst schrumpft
die Zelle (1), das Cytoplasma und das Chromatin kondensieren (2). Im weiteren Verlauf (3) wird
der Zellkern fragmentiert und Vesikel werden von der Cytoplasmamembran abgeschniirt. Diese
sogenannten ,,apoptotischen Korperchen“ werden von Nachbarzellen oder Makrophagen
phagozytiert und durch lysosomale Enzyme (4) verdaut (nach Kerr et al., 1994).

ATP-verbrauchenden Zelltod ein, den sie Apoptose nannten. Der Begriff Apoptose setzt

sich zusammen aus apo (grichisch fiir “ab, los, weg”) und ptosis (grichisch fiir “Senkung”)

11



Einleitung

und bezeichnet sinnbildlich ein Abfallen, vergleichbar mit welken Bléttern im Herbst (Kerr

etal., 1972).

Eine apoptotische Zelle durchlduft ein aktives Zelltodprogramm, das sie phianotypisch und
biochemisch von normalen Zellen unterscheidet. So ist eine apoptotische Zelle wegen des
Abldsens von der extrazelluliren Matrix und der Bildung membranumschlossener Vesikel,
der sogenannten “apoptotischen Korperchen”, durch eine verdnderte Morphologie
erkennbar (siche Abb. 1.1). Desweiteren fragmentiert der Zellkern und das Chromatin
kondensiert. Biochemisch wird die DNA durch Apoptose-spezifische Endonukleasen (zB.
CAD) internukleosomal zerlegt, welches als charakteristische DNA-Leiter nachweisbar ist
(siehe Kapitel 1.3.3). Zusitzlich erfolgt eine Desintegration der Plasmamembran, welches
in vivo die Erkennung und Phagozytierung apoptotischer Zellen von Makrophagen
ermoOglicht. Dadurch werden Komplikationen durch das Entlassen intrazelluldrer
Bestandteile verhindert. Diese Beseitigung apoptotischer Zellen im Organismus ist ein
Grund, warum Apoptose lange unbeachtet blieb (Arends and Wyllie, 1991; Raff, 1992;
Kerr et al., 1994; Peitsch et al., 1994; Thornberry und Lazebnik, 1998).

1.2 Bedeutung der Apoptose
Apoptose und DNA-Sequenzen fiir Caspasen (siche Kapitel 1.3), die auf ein Vorkommen

apoptotischer Prozesse hindeuten, findet man bei Cnidariern, Nematoden, Insekten, Fischen
und Sdugetieren. Sogar bei Pflanzen wurden Komponenten der apoptotischen Maschinerie
identifiziert (Aravind et al., 1999; Cikala et al., 1999; Inohara und Nunez, 2000). Diese
evolutiondre Konserviertheit der Apoptose ist ein Indiz fiir die Notwendigkeit des

gesteuerten Zelltods fiir das Entstehen und Uberleben von vielzelligen Organismen.

1.2.1  Apoptose im gesunden Organismus

Apoptose ist durch die Regulation der Zellhomeostase fiir das Entstehen und Uberleben
eines vielzelligen Organismus von entscheidender Bedeutung, indem kontrolliert
iiberfliissige und gealterte Zellen eliminiert werden. Apoptose, die bei der Entwicklung
eines Organismus eine Rolle spielt, wird auch programmierter Zelltod genannt. Im Verlauf
der Ontogenese ist der programmierte Zelltod fiir die Strukturbildung von essentieller

Bedeutung: beispielsweise wird die Gastrulation des frithen Embryos durch den regulierten
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Tod von Zellen im Innern der Blastula ermoglicht (Joza et al., 2001). Ebenso sind
apoptotische Prozesse bei der Entstehung des Augenbechers, der Augenlinse oder des
Neuralrohrs beim Abldsen vom umliegenden Gewebe beteiligt. Die freistehenden Finger
und Zehen des Menschen, die in der friilhen Embryogenese durch Zwischengewebe
verbunden sind, werden durch programmierten Zelltod hervorgebracht (Meier et al., 2000;
Milligan und Schwartz, 1997). Auch die Funktion von Gehirn und Immunsystem wird
dadurch ermoglicht, dass zunichst sehr viele Zellen gebildet werden, von denen nur einige
ausgewdbhlte iiberleben. So sterben etwa 80 % der Ganglionzellen in der Katzenretina kurz
nach der Geburt, da es ihnen nicht gelungen ist, durch ausreichende Vernetzung mit
Nachbarzellen ihre eigene Versorgung mit neurotrophen Faktoren zu gewihrleisten (Meier
et al., 2000). Im Immunsystem ist der programmierte Zelltod verantwortlich fiir die
negative Selektion autoreaktiver und unzureichend aktiver B- und T-Zellen, sowie fiir die
Entfernung virusbefallener Zellen. Zudem wird die Zahl antigenreaktiver Lymphozyten, die
durch klonale Expansion vermehrt wurde, durch Apoptose wieder auf das normale Maf}
reduziert (Bouillet et al., 1999; Braun et al., 1996; Kagi et al., 1994a; Kagi et al., 1994b;
Krammer, 2000).

1.2.2  Fehlregulation der Apoptose

Das Entfernen von verletzten und entarteten Zellen verhindert den Ausbruch von
Krankheiten. Funktionelle Defekte, die eine unnatiirliche Verstirkung apoptotischer
Prozesse und somit einen Anstieg der Zelltodrate bewirken, sind unter anderem beteiligt an
der Entstehung neurodegenerativer und neuromuskuldrer Krankheiten, wie Alzheimer oder
Parkinson (Thompson, 1995; Kroemer et al., 1997). Auch bei AIDS und Infarkten kann
Apoptose zum Krankheitsbild beitragen. Sind durch Apoptose wesentliche Komponenten
des Immunsystems geschwécht, kann es zu vermehrten Infektionen, beispielsweise mit
Herpes- oder Adenoviren, kommen (McLaughlin et al., 2001; Thompson, 1995). Dagegen
fithrt eine Reduktion der Apoptoserate zu einem Ansammeln iiberfliissiger Zellen. Ebenso
verringert sich die Beseitigung selbstspezifischer und mutierter Zellen, was zu
MiBbildungen, Autoimmunkrankheiten oder Krebs fiihrt (Kroemer et al., 1997). So sind

zB. bei einer verstirkten humoralen Immunantwort Autoimmunerkrankungen wie
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Systemischer Lupus erythematosus die Folge, da autoreaktive Lymphozyten nicht

ausreichend eliminiert werden (Bouillet et al., 1999; Watanabe-Fukunaga et al., 1992).

Immer mehr Hinweise aus den letzten 10 Jahren deuten verstarkt darauf hin, daf genetische

Defekte, welche die Fahigkeit der Apoptoseinduktion beeintrachtigen, fiir die Entstehung

und das Ausbreiten von Tumoren notwendig sind (Zornig et al., 2001). Die Vermehrung

eines transformierten Klones wird nicht nur durch dessen erhdhte Proliferationsrate
erreicht, sondern wird auch in sehr starkem Malle durch eine verringerte Apoptoserate
beglinstigt. Studien an Mausmodellen oder Analysen verschiedener Stadien humaner

Tumore zeigen, dall eine Resistenz in der Apoptoseinduktion fiir die meisten, wenn nicht

sogar aller Tumore entscheidend ist (Strasser et al., 1997, Jaatteld et al., 1999; Hanahan und

Weinberg, 2000). In allen Stadien der Tumorgenese ist eine erhohte Uberlebensrate

notwendig:

(1) Eine deregulierte Onkogenexpression fiithrt nicht nur zu einer verstdrkten
Proliferation, sondern hat gleichzeitig Apoptoseinduktion zur Folge, die von der
transformierten Zelle zum Vermehren unterdriickt werden mu8.

(2) Ab einer bestimmten Tumorgrole wird die Versorgung jeder Tumorzelle
limitierend und eine fehlende Wachstumsfaktorversorgung fiihrt normalerweise zur
Apoptose.

3) Metastasierenden Tumorzellen fehlen die Zell-Zell-Kontakte ihrer normalen
zelluldren Umgebung. Normalerweise fiihrt dies zu einer besonderen Form von

Apoptose: Anoikis (Zornig et al., 2001).

1.2.3  Evolutive Konservierung apoptotischer Mechanismen

Da ein Abweichen von der normalen apoptotischen Aktivitit drastische Konsequenzen fiir
einen Organismus zur Folge hat, ist eine extrem fein abgestimmte Regulationsmachinerie
auf allen Ebenen notwendig. Die in den letzten Jahren entschliisselten und an der Apoptose
beteiligten biochemischen Wege und Molekiile vermitteln einen Eindruck iiber die
Komplexitit dieses Prozesses. Folglich sind wegen der Notwendigkeit von Apoptose viele
dieser Mechanismen und Molekiile evolutiv konserviert. So wurden viele urspriingliche

und bahnbrechende Untersuchungen an Apoptose mit Hilfe genetischer Analysen im
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Nematoden Caenorhabditis elegans durchgefiihrt. 1993 konnte gezeigt werden, daf3 die
Deletion oder Mutation eines einzelnen Gens, Ced-3, die Apoptose aller 131 von 1090
somatischen Zellen verhinderte, die bei normaler Entwicklung der Hermaphroditen durch
programmierten Zelltod eliminiert worden wiren. Es stellte sich heraus, daB Ced-3
homolog zu dem humanen Interleukin-1B converting enzyme (ICE) ist, einer
Cysteinprotease, die bis dahin noch nicht mit Apoptose in Verbindung gebracht wurde.
Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, da3 die Proteasen bei der Vermittlung der Apoptose
als essentielle Komponenten entscheidend beteiligt sind (Metzstein et al., 1998; Conradt

und Horvitz, 1998; Chen et al., 2000; Kaufmann und Hengartner, 2001).

1.3 Caspasen

1.3.1  Einteilung und Funktion der Caspasen

Die Familie der zu Ced-3/ICE homologen Cysteinproteasen umfalit bis heute 14
Mitglieder, die Ahnlichkeiten in ihrer Aminosiuresequenz und Struktur aufweisen. Zur
Vereinheitlichung der Nomenklatur wurde der Begriff Caspasen eingefiihrt, der die 2
Hauptmerkmale dieser Enzymfamilie beinhaltet: es sind Cysteinproteasen, die spezifisch
ihre Substrate auf der Carboxylseite eines Aspartats spalten (Alnemri et al., 1996). Thre
Nomenklatur ist abhidngig vom Zeitpunkt ihrer Entdeckung: so ist /CE auch unter dem

Namen Caspase-1 bekannt.

Die bisher in Sdugern identifizierten 14 Caspasen konnen aufgrund phylogenetischer und
funktioneller Analysen in 3 Unterfamilien eingeteilt werden: (A) den Caspasen, die bei der
Vermittlung von Entziindungsreaktionen eine Rolle spielen, sowie die bei der Umsetzung
apoptotischer Prozesse beteiligten (B) Initiatiator- und (C) Effektorcaspasen (Thornberry
und Lazebnik, 1998; Earnshaw et al., 1999; Strasser et al., 2000). Zur ersten Gruppe (A)
zahlen die Caspasen 1, 4, 5, 11, 12, 13 und 14. Sie sind (soweit bekannt) hauptsdchlich an
der Cytokinreifung bei Entziindungsreaktionen beteiligt (Earnshaw et al., 1999; Strasser et
al., 2000). Dagegen vermitteln die Caspasen 2, 3, 6, 7, 8, 9 und 10 vermutlich

ausschlieBlich apoptotische Prozesse (Kaufmann und Hengartner, 2001).
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Abb. 1.3.1: Schematisches Diagramm der Sdugercaspasen. Mit Ausnahme von Caspase-11
(Maus), -12 (Maus) und —14 (Rind) sind alle aufgelisteten Caspasen vom Menschen. lhre
phylogenetische Verwandschaft (links) scheint mit ihrer Funktion in Apoptose oder
Entziindungsreaktionen zu korrelieren. Die Effektor- und die Initiator-Caspasen bilden den oberen
Teil des phylogenetischen Stammbaums, alle anderen Caspasen den unteren Teil. Sie werden mit
einer Funktion bei Entziindungsreaktionen in Verbindung gebracht oder sind noch nicht genauer
zuzuordnen (nach Shi, 2002).

Die Caspasen-2, -8, -9 und -10 sind aufgrund ihrer Stellung in der Aktivierungskaskade
sogenannte Initiator-Caspasen. Sie enthalten im Gegensatz zu den Effektor-Caspasen
(Caspase-3, -6 und -7) verlingerte N-terminale Prodoménen (siche Abb. 1.3.1) mit
homotypischen Protein-Protein-Interaktionsmodulen wie DED (Procaspase-8 und -10) und
CARD (Procaspase-9 und -2) (Kaufmann und Hengartner, 2001). Dabei vermittelt
Procaspase 8 als Bestandteil des DISC an der Plasmamembran hauptséchlich ,,extrinsische*
Apoptosesignale, Procaspase-9 ist als Bestandteil des Apoptosoms dagegen an der
Vermittlung ,,intrinsischer* Signale entscheidend beteiligt (siche Kapitel 1.4). Genetische
Studien lassen vermuten, dal3 Procaspase-10 lymphoide apoptotische Reaktionen beeinfluf3t
(Wang et al., 1999) und Procaspase-2 den Zelltod in Neuronen und Oozyten moduliert

(Bergeron et al., 1998). Dies deutet im Gegensatz zur ubiquitdr in allen untersuchten
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Geweben wirkenden Procaspase-9 (als Bestandteil des Apoptosoms) auf eine eher Zelltyp-
spezifische Rolle von Procaspase-2 und —10 hin bei der Vermittlung Gewebe-abhéngiger

Apoptosesignale.

1.3.2  Struktur und Aktivierung der Caspasen

Caspasen werden als inaktive Proenzyme synthetisiert (30 bis 50 kD), die in dieser Form
keine oder nur geringe katalytische Aktivitdt besitzen. Sie bestehen aus drei Doménen,
einer N-terminalen Prodoméne, einer groflen (etwa 17-22 kD) und einer kleinen
Untereinheit (etwa 10-12 kD) (siehe Abb. 1.3.2). Die Aktivierung erfolgt mittels
proteolytischer Spaltung zwischen den Doménen nach einem Aspartat entweder durch
Autoprozessierung (die von Cofaktoren oder durch das Entfernen von inhibitorischen
Molekiilen ausgeldst wird) oder durch eine andere Caspase mit dhnlicher Substratspezifitit.

Im Anschluf} assoziieren die kleinen und gro3en Untereinheiten zu Heterodimeren, wobei

zwei Heterodimere ein o f3,-Tetramer mit zwei unabhidngigen katalytischen Zentren bilden

(Abb. 1.3.2).

Agp-i Agp-i

Prodomiine | p20 | plO Pro-
| I caspase

}

aktive
Caspase

Alktive Zentren

Abb. 1.3.2: Struktur und Aktivierung der Caspasen. A, Kristallstruktur von Caspase-3
(Tetramer) im Komplex mit einem Tetrapeptidinhibitor in den aktiven Zentren (aus Thornberry und
Lazebnik, 1998). B, Wie andere Enzyme werden Caspasen als inaktive Vorldufer synthetisiert. Die
Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung und Assoziation zweier Heterodimere zu einem
Tetramer (nach Thornberry und Lazebnik, 1998).
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1.3.3  Caspasensubstrate

Nach proteolytischer Aktivierung durch Initiator-Caspasen (siche Abb. 1.3.2) greifen
aktivierte Effektor-Caspasen in eine Vielzahl essentieller zelluldrer Prozesse ein (Han et al.,
1997). Bisher wurden iiber 100 Apoptosesubstrate identifiziert (Kaufmann und Hengartner,
2001). Aktivierte Caspasen sind vermutlich fiir die meisten typischen mit Apoptose
einhergehenden morphologischen Verdnderungen verantwortlich (sieche Abb. 1.1), indem
sie zellinterne Strukturen (wie zB. den Zellkern) auflosen. Die hauptsidchlich aus
Laminpolymeren bestehende Kernlamina ist eine der Kernmembran strukturgebende
Intermediérfilamentschicht, die an der Chromatinorganisation beteiligt ist. Die Spaltung des
Lamins durch Caspasen wihrend der Apoptose fithrt zum Zusammenbruch der Kernlamina
und tragt zur Chromatinkondensation bei (Thornberry und Lazebnik, 1998; Takahashi et
al., 1996; Orth et al., 1996). Desweiteren reorganisieren aktivierte Caspasen Zellstrukturen
indirekt, indem Proteine gespalten und somit inaktiviert oder dereguliert werden, die an der
Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind, wie Gelsolin (Kothakota et al., 1997), focal
adhesion kinase (FAK) (Wen et al., 1997) oder p21-aktivierte Kinase 2 (PAK2) (Rudel und
Bokoch, 1997).

Neben der Desintegration von Zellstrukturen beeinflussen aktivierte Caspasen eine Vielzahl
biochemischer Prozesse. So inaktivieren oder deregulieren sie Proteine, die involviert sind
in DNA-Reparatur (zB. DNA-PKcs, PARP), mRNA-Spleilen (U1-70K) oder DNA-
Replikation (Replikationsfaktor C) (Cryns et al., 1998; Lazebnik et al., 1994; Song et al.,
1996; Rheaume et al., 1997). Eine weitere Aufgabe der Caspasen ist die Inaktivierung von
Proteinen, welche die Zelle vor Apoptose schiitzen. Ein Beispiel dafiir ist die Spaltung von
I“*P/DFF45, einem Inhibitor der fiir die apoptosetypische DNA-Fragmentierung
verantwortlichen Endonuklease CAD (Enari et al., 1998; Liu et al., 1997). In nicht-
apoptotischen Zellen bilden sie einen inaktiven Komplex, der bei Apoptoseinduktion
zerfillt und CAD kann als Nuklease wirken. Weitere Apoptoseinhibitoren, die von
Caspasen prozessiert werden, sind Bcl-2 Proteine (siehe Kapitel 1.7.1). Es scheint sogar,

daB diese Proteine nicht nur inaktiviert werden, sondern dafl sogar proapoptotische
Fragmente entstehen (Bcl-2, Bcl-X1), die zu einer weiteren Amplifikation des

Apoptosesignals beitragen (Xue et al., 1997; Cheng et al., 1997; Adams und Cory, 1998).
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Jede lebende Zelle exprimiert konstitutiv Caspasenvorldaufermolekiile, deren Aktivierung
innerhalb kiirzester Zeit zu einer exponentiellen Amplifikation des apoptotischen Signals
fiihren kann. Da bereits die Aktivierung einzelner Effektorcaspasenmolekiile
unausweichlich den Tod der gesamten Zelle bewirkt, ist ein hochkomplexes
Regulationssystem notwendig, das in seiner Komplexitidt dem der Blutgerinnung oder des

Komplementsystems vergleichbar ist (Thornberry und Lazebnik, 1998).

1.4 Regulation und Wege der Caspasenaktivierung

Zwei Hauptwege der Caspasenaktivierung sind bisher beschrieben worden: der
,extrinsische Aktivierungsweg iiber spezialisierte Zelloberflichenrezeptoren zur
Vermittlung extrazelluldrer Apoptosesignale und der ,,intrinsische* oder mitochondriale

Weg.

1.4.1  Der rezeptorvermittelte Apoptosesignalweg

Zu den fiir Apoptose relevanten Zelloberflichenrezeptoren gehéren Fas/CD95 und TNFa-
Rezeptor 1, sowie die TRAIL-Rezeptoren 1 (DR4) und 2 (DRS5) (Scaffidi et al., 1999/a).
Eine Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch das Binden des entsprechenden Liganden:
Fas-Ligand, TNFo oder TRAIL. Die sehr fein abgestimmte
Apoptoseregulationsmaschinerie moduliert das Apoptosesignal bereits auf Rezeptorebene
durch das Auftreten sogenannter Decoy-Rezeptoren. DcR3 ist beispielsweise ein 16slicher,
den Fas-Liganden bindender Rezeptor, der inaktiv fiir die Signaliibertragung ist und somit
das rezeptorvemittelte Apoptosesignal entscheidend abschwicht. In mehr als 50% der
primédren Lungen- und Darmtumoren ist DcR3 hochreguliert (Pitti et al., 1998; Bai et al.,
2000). Der fiir die Apoptosesignaliibertragung notwendige Signalkomplex (DISC) bildet
sich intrazellulir nach Aktivierung und anschlieBender Trimerisierung der
Rezeptormolekiile durch den entsprechenden Liganden. Die genaue Zusammensetzung des
DISC ist abhingig von Rezeptor- und Zelltyp (Scaffidi et al., 1999/a). Ein gemeinsames
Merkmal dieser Rezeptoren ist die Prisenz eines konservierten cytoplasmatischen Protein-
Protein-Interaktionsmotivs, der Death Domain (DD) (Kaufmann und Hengartner, 2001).
Neben DED und CARD ist die DD das dritte in der Apoptose essentielle homotypische

Interaktionsmodul. Alle 3 Module treten ausschliefllich in Proteinen auf, die bei der
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Vermittlung von Apoptose und Entziindungsreaktionen beteiligt sind, was eine evolutive
Verbindung nahelegt. Diese Vermutung wird durch ihre dhnliche 3D Struktur unterstiitzt
(Aravind et al., 2001; Vaughn et al., 1999; Fesik, 2000). Die DD im cytoplasmatischen Teil
der Rezeptoren ist in der Lage, DD-enthaltende Adaptermolekiile (wie z.B. FADD,
TRADD) zu rekrutieren. Ob diese Rekrutierung durch ligandenaktivierte
Konformationsdnderungen oder den Verlust eines inhibitorischen Bindungspartners
ermoglicht wird, ist unklar (Kaufmann und Hengartner, 2001). Obwohl die genaue
Zusammensetzung an Adaptermolekiilen zwischen den einzelnen Zelltodrezeptoren
variiert, ist die Vermittlung des Zelltods vermutlich dhnlich. Demnach fiihrt eine DED-
vermittelte Konzentrierung von Procaspase-8 am Rezeptorkomplex (siche Abb. 1.4.1) iiber
Adaptermolekiile wie FADD zu einer Autoaktivierung von Caspase-8, die daraufhin ins

Cytosol freigesetzt wird (Ashkenazi und Dixit, 1999; Salvesen und Dixit, 1999).

FasL
[] oD
I DED
FADD
A c-FLIP fmcas A
poptose [J pase-§ poptose

Abb. 1.4.1: Schematische Darstellung des Fas-Rezeptorkomplexes. Durch die Interaktion des
Fas-Liganden (FasL) trimerisiert der in der Cytoplasmamembran lokalisierte Rezeptor und
ermoglicht die Rekrutierung von Adapterproteinen wie FADD an den aktivierten Komplex. Diese
erfolgt liber spezifische, durch die ,,Todes-Doménen (death domains, DD) vermittelte Protein-
Protein-Interaktionen. FADD ermoéglicht iiber Proteininteraktionen der death effector domains
(DED) die Konzentrierung von Procaspase-8 am Rezeptorkomplex, die sich durch die rdumliche
Nihe gegenseitig aktivieren (Ashkenazi und Dixit, 1998).

Um diesen entscheidenden Schritt in der rezeptorvermittelten Apoptoseinduktion zu
regulieren, greifen natiirlich vorkommende Inhibitoren genau an diesem Punkt ein: sie

verhindern die Rekrutierung von Procaspase 8 und damit dessen Autoaktivierung (Zornig et
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al., 2001). Diese Inhibitormolekiile werden FLIPs genannt: Fas assoziierte Deathdoménen-
dhnliche /CE-Inhibitorproteine. Neben zweier funktionell identischer Isoformen zellulérer
c-FLIPs kodieren eine Anzahl von Viren v-FLIP als Teil ihrer Uberlebensstrategie (Thome
et al., 1997; Zornig et al., 2001). Aufgrund ihrer zwei death effector domains und ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zu Caspase-8 sind sie in der Lage, Caspase-8 am
Rezeptorkomplex zu ersetzen. Da sie jedoch wegen des Fehlens eines funktionellen
Cysteins in ihrer caspase-dhnlichen Domine trotz Spaltung in p18 und p10 nicht aktivierbar

sind, blocken sie effektiv rezeptorvermittelte Apoptose (Scaffidi et al., 1999/b).

Ist Caspase 8 am Rezeptorkomplex einmal aktiviert divergieren die Rezeptor-vermittelten
Apoptosewege in verschiedenen Zelltypen. In Typ I-Zellen (zB. verschiedene lymphoide
Zellen) kann aktive Caspase-8 direkt Procaspase-3 prozessieren und aktivieren. In allen
anderen Zellen (Typ II) wird nur ein geringer Teil von Caspase-8 aktiviert, der nicht
ausreicht, um direkt Procaspase-3 zu aktivieren (Budihardjo et al., 1999; Scaffidi et al.,
1999/a). In diesen Zellen ist dagegen eine Spaltung des proapoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieds Bid (siehe Kapitel 1.7) notwendig, um Apoptose zu vermitteln. Das 15
kDa grofle C-terminale Spaltprodukt von Bid (tBid) ist in der Lage, mitochondriale
Apoptosesignalwege zu initiieren (Luo et al., 1998; Li et al., 1998). Die Spezifitit von tBid
fiir Mitochondrien wird durch die Bindung des mitochondrialen Lipids Cardiolipin
gewihrleistet, wobei die Myristoylierung des durch die Spaltung exponierten N-terminalen
Glycins die Translokationseffizienz deutlich erhoht (Lutter et al., 2000; Zha et al., 2000;
Wang, 2001). Die Bedeutung dieser Kreuzverbindung zwischen Zelltodrezeptoren und
Mitochondrien in der Apoptoseinduktion fiir Typ II-Zellen wurde in Bid knock-out Mausen
verdeutlicht, die resistent fiir Fas und TNF-induzierte Apoptose sind, jedoch nicht fiir

andere Stimuli (Wang, 2001).

1.4.2  Der mitochondriale Signalweg zur Caspasenaktivierung

1.4.2.1 Caspase-abhiingige Apoptose durch Cytochrome c
Egal ob durch tBid oder andere Signale, die Aktivierung der Caspasen durch

Mitochondrien beinhaltet die Freisetzung verschiedener mitochondrialer Faktoren (siche

Abb. 1.6.2). Cytochrome c, normalerweise ein Bestandteil der mitochondrialen
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Elektronentransportkette, ist ein Hauptfaktor, der nach seiner Freisetzung im Cytoplasma
einen caspaseabhidngigen Signalweg initiiert (Liu et al., 1996). Dort bindet es Apaf-1, ein
cytosolisches Protein mit einer CARD, einer nucleotide-binding domain und zahlreichen
WD-40 repeats (Zou et al., 1997). Die Assoziation mit Cytochrome ¢ erhoht die Affinitit
von Apaf-1 fiir dATP/ATP um das 10-fache, wobei die gebundenen Nukleotide eine
Oligomerisierung des Cytochrome c/Apaf-1-Komplexes auslosen, das sogenannte

Apoptosom entsteht (Zou et al., 1999).

l?n A

270 A

CARD

WD40 repeats
CARD

Cyt.c

Apaf-1

Abb. 1.5.2: Struktur des Apoptosoms. (A) Zwei Ansichten des heptamerischen Apoptosoms
bestehend aus Apaf-1, Cytochrome ¢ und dATP, (B) Modell fiir die molekulare Zusammensetzung
des apoptosomalen Holoenzyms und Mechanismus der Caspase-9-Aktivierung. Die CARD-
Doménen von Apaf-1 bilden den zentralen Ring wogegen die WD40 repeats zusammen mit
Cytochrome c die Spitzen der ,,Speichen® bilden (aus Shi, 2002).

Die biochemische Funktion des Apoptosoms besteht in der Aktivierung von Procaspase-9
zur Weiterleitung des Apoptosesignals (Stennicke et al., 2002). Die 3D-Struktur des etwa
1000 kD groflen Apoptosoms wurde kiirzlich entschliisselt (Acehan et al., 2002). Dadurch

wurden auch genauere Theorien der Procaspase-9-Aktivierung moglich. In inaktivem
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Zustand ist Apaf-1 sehr kompakt und die N-terminalen CARD sind intramolekular mit den
C-terminalen WD-40 Doménen assoziiert. Cytoplasmatisches Cytochrome ¢ verdringt die
CARD, was zu einer eher ausgestreckten linearen Struktur des Apaf-1-Molekiils fiihrt
(Stennicke et al., 2002). Die so exponierte nucleotide-binding domain ermoglicht eine
ATP-getriebene Multimerisierung der Cytochrome c/Apaf-1-Komplexe in eine Struktur,
die einem Rad mit sieben Speichen dhnelt (siche Abb. 1.5.2). Jede Speiche entspricht dabei
einem Apaf-1/ Cytochrome c-Aggregat mit den CARD im Zentrum (Acehan et al., 2002;
Stennicke et al., 2002).

Obwohl der genaue Mechanismus der Procaspase-9-Aktivierung noch nicht bekannt ist,
1aBt die Struktur des Apoptosoms mit seinem zentralen Ring von CARDs auf einen der
Caspase-8-Aktivierung analogen Mechanismus schlielen: Autoaktivierung durch Erh6hung
der lokalen Procaspase-9-Konzentration (Renatus et al., 2001; Acehan et al., 2002;
Stennicke et al., 2002). Nur mit dem Apoptosom assoziierte Caspase-9 ist in der Lage,
effizient Effektorcaspasen wie Caspase-3 zu aktivieren (Rodriguez und Lazebnik, 1999).
Knock-out Experimente verdeutlichten die Bedeutung dieses mitochondrialen
Apoptosesignalwegs. Das Ausschalten von Apaf-1, Caspase-9 oder Caspase-3 verhindert
fast komplett den neuronalen Zelltod wéhrend der normalen Entwicklung (Kuida et al.,
1996; Kuida et al., 1998; Cecconi et al., 1998; Yoshida et al., 1998; Honarpour et al., 2000;
Honarpour et al., 2001). Interessanterweise entwickelten sich im Gegensatz zu einer
abnormalen Neuronalentwicklung die meisten anderen Organe normal (Wang, 2001).
Untersuchungen an nicht-neuronalen knock-out-Zellen von Apaf-1 demonstrierten, dafl
Zelltod in diesen Zellen caspase-unabhéngig induziert wurde, obwohl mit geringer
zeitlicher Verzogerung gegeniiber WT oder heterozygoten Zellen (Honarpour et al., 2000;
Haraguchi et al., 2000).

1.4.2.2 Caspase-unabhiingige Apoptose durch AIF und EndoG
Dieses Phidnomen des caspase-unabhéngigen Zelltods wird durch die mitochondrialen

Proteine AIF und EndoG induziert. Sie treten nach Apoptoseinduktion aus dem
mitochondrialen Intermembranraum aus, jedoch bewirken sie im Gegensatz zu allen bisher

indentifizierten proapoptotischen mitochondrialen Faktoren caspase-unabhidngig im
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Zellkern internukleosomale DNA-Fragmentierung (Susin et al., 1999; Miramar et al., 2001;
Wang, 2001).

AIF ist ein 57 kD Flavoprotein im mitochondrialen Intermembranraum, das Homologien
zur bakteriellen Oxidoreduktase aufweist (Susin et al., 1999). Nach Apoptoseinduktion tritt
es aus den Mitochondrien aus und lokalisiert in den Nukleus, in dem AIF unabhéngig von
Caspasen und seiner Oxidoreduktase-Aktivitit Chomatinkondensation und DNA-
Fragmentierung verursacht (Susin et al., 1999; Miramar et al., 2001). Die
entwicklungsspezifische Bedeutung von AIF konnte in knock-out Méausen demonstriert
werden, in denen essentielle apoptotische Prozesse fiir eine normale Mausmorphogenese

ausfallen (Joza et al., 2001).

EndoG ist eine 30 kD Nuklease aus der Mitochondrienmatrix mit Substratspezifitét fiir GC-
reiche Sequenzen. Da auch ein grofer Anteil von EndoG im Intermembranraum lokalisiert
ist, wurde eine ausschlieBliche Funktion bei der mitochondrialen Replikation angezweifelt
(Cote und Ruiz-Carillo, 1993; Tiranti et al., 1995; Li et al., 2001; Wang, 2001). Ebenso wie
AIF tritt EndoG aus den Mitochondrien aus und verursacht im Nukleus unabhéngig von
Caspasen DNA-Fragmentierung (Wang, 2001). Die Rolle von EndoG in der Apoptose ist
konserviert bis zu C. elegans. Dessen Homolog cps-6 zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu
EndoG in Sequenzhomologie und biochemischen Eigenschaften und brachte zum ersten
Mal Hinweise auf die Bedeutung der Mitochondrien fiir apoptotische Prozesse im
Nematoden C. elegans (Parrish et al., 2001). Die Identifizierung von AIF und EndoG
erklart das beschriebene Phidnomen des caspaseunabhidngigen Zelltods nach einer
Schiadigung der Mitochondrien. Sie starten ein Apoptoseprogramm, dall parallel zur

Caspasenaktivierung abliuft (Wang, 2001).

Kiirzlich wurden zwei weitere proapoptotische Faktoren entdeckt, die bei
Apoptoseinduktion aus den Mitochondrien freigesetzt werden: Smac/Diablo (Du et al.,
2000; Verhagen et al., 2000) und HtrA2/Omi (Suzuki et al., 2001/a). Beide Proteine
modulieren Apoptose, indem sie die antiapoptotische Wirkung der Mitglieder der IAP-
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Familie durch direkte Interaktion liber ein konserviertes N-terminales [AP-bindendes

Tetrapeptid autheben (Shi, 2002).

1.5 Die IAP-Familie als Inhibitoren der Caspasen

IAPs bilden eine konservierte Proteinfamilie, die urspriinglich im Baculovirusgenom
aufgrund ihrer apoptoseinhibitorischen Aktivitdt in infizierten Wirtszellen entdeckt wurde.
In Sdugern wurden bisher acht IAPs identifiziert (u.a. XIAP, c-IAP-1 oder c-IAP-2). Sie
interagieren mit bereits aktiven Caspasen-3, -7 und -9 und inhibieren somit deren
enzymatische Aktivitidt (Deveraux et al., 1997; Kaufmann und Hengartner, 2001; Shi,
2002). Eine Inhibition anderer Caspasen in vivo wurde nicht gefunden (Shi, 2002).

Alle bisher bekannten Mitglieder enthalten eine (ML-IAP/Livin) oder mehrere N-terminale
BIR-Doménen, die eine Zinkfinger-dhnliche Struktur annehmen. Diese sind in der Lage
Caspaseoberfldchen zu binden (Shi, 2002). XIAP, c-IAP-1 oder c-IAP-2 enthalten drei
BIR-Dominen, wobei die dritte BIR-Doméne (BIR3) spezifisch die katalytischen Zentren
von prozessierter Caspase-9 blockiert. Die Caspasen-3 und -7 werden dagegen
ausschlielich durch Sequenzen zwischen den BIR-Doménen 1 und 2 inaktiviert (Miller et
al., 1999; Deveraux et al., 1999; Shi, 2002). Es ist jedoch so, da3 nicht alle BIR-Dominen
enthaltenden Proteine notwendigerweise Caspaseinhibitoren sind (Kaufmann und
Hengartner, 2001). So konnte bei Survivin mit einer einzelnen BIR-Doméine keine
caspaseinhibitorische Aktivitit festgestellt werden (Banks et al., 2000). Im Gegensatz zu
den relativ konstanten Expressionsniveaus anderer BIR-Dominenproteine schwankt die
Expression von Survivin zellzyklusabhiangig (Li et al., 1998). Survivin spielt daher
vermutlich eine wichtige Rolle in der Regulation der Mitose (Altieri et al., 2001; Li et al.,
1998). BIR-Doménen scheinen also nicht ausschlieBlich apoptoserelevante Funktionen zu

erfiillen oder sie verbinden bisher noch fiir unabhéngig gehaltene zelluldre Prozesse.

1.5.1  Bedeutung der IAPs in der Apoptose

Obwohl die generelle Funktion der BIR-Domine noch nicht genau bekannt ist, spielt sie
jedoch in IAPs durch ihre Caspase-bindende und damit Caspase-inhibierende Wirkung eine
essentielle Rolle. Bei einer Prdsenz von hohen Leveln an IAPs in der Zelle kann

beispielsweise der durch Cytochrome c initiierte apoptosomale Signalweg durch das
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neutralisieren aktiver Caspase-9 im Apoptosom blockiert werden (Bratton et al., 2001;
Srinivasula et al., 2001). Diese Inhibition konnte zeitlich verldngert werden, indem die
RING-Finger-Domine der IAPs die gebundene Caspase zum Abbau durch das Proteasom
dirigiert (Yang et al. 2000; Suzuki et al., 2001/b). Dies wiirde eine Apoptoseinduktion
verhindern, die durch geringe, unbedeutende Mengen an ausgetretenem Cytochrome ¢ aus
den Mitochondrien ungerechtfertigterweise einsetzen konnte (Chai et al., 2000). Ist die
Schédigung oder eine Aktivierung der Mitochondrien jedoch sehr stark, verhindern groBere
Menge an entlassenem Smac/Diablo und HtrA2/Omi eine Apoptoseinhibition durch die
IAPs (Wang, 2001). Entscheidend fiir die Apoptoseinduktion ist daher die Menge

proapoptotischer Faktoren, die aus den Mitochondrien entlassen werden.

1.6 Regulation des mitochondrialen apoptotischen
Signals

Essentiell fiir das Austreten proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien ist die
Permeabilisierung der duleren mitochondrialen Membranen. Derzeit existieren mehrere
Modelle zur Erklarung des Zustandekommens dieses Phinomens wihrend der Apoptose.
Ein Modell postuliert die Zerstdrung der dufleren Membran durch das Anschwellen der
Mitochondrienmatrix (Martinou et al., 2000). Dies kdnnte einerseits durch das Offnen eines
die duBere und innere Membran umspannenden Riesenkanals, der so genannten PT-Pore
(permeability transition pore) entstehen. Das Offnen dieser Pore wiirde zur Depolarisation
des Membranpotentials und dem Eintritt von Wasser in die Mitochondrienmatrix fithren
(Zornig et al., 2001). Andererseits konnte dieses Anschwellen von einem Defekt im
mitochondrialen ATP/ADP-Austausch verursacht werden, was zu einer SchlieBung des
VDAC und der damit einhergehenden Hyperpolarisation der inneren
Mitochondrienmembran fiihrt. Beide Modelle widersprechen Ergebnissen, wonach der
Zusammenbruch des Membranpotentials zeitlich dem Entlassen von Cytochrome ¢ folgt

(Zornig et al., 2001).

Andere Theorien schlieBen eine komplette Zerstorung der dulleren Membran als Ursache
des Austretens proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien aus. Sie postulieren eher
eine regulierte Pore in dieser dufleren Membran, die den Austritt von Cytochrome ¢ und

anderer mitochondrialer Proteine ermoglicht (Zornig et al., 2001). Eine entscheidende
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regulatorische Rolle spielen dabei die Mitglieder der Bcl-2-Familie (Wang, 2001).
Proapoptotische, sogenannte Multi-BH-Doménenproteine wie Bax sind selbst in der Lage,
in isolierten Lipidbilayern (in vitro) Membrankanile zu bilden. Sie werden nach derzeitigen
Theorien als Hauptfaktoren fiir die Permeabilisierung der dueren Mitochondrienmembran
und dem anschlieBenden Austritt von Cytochrome ¢ und anderer mitochondrialer Proteine
verantworlich gemacht (Antonsson, 2001) (sieche Abb. 1.6.1). Andererseits sind Bcl-2-
Mitglieder wie Bax moglicherweise auch in der Lage, eine Aktivierung der sogenannten
PT-Poren zu vermitteln. Interaktionen von Bax mit VDAC oder ANT, die Komponenten
der PT-Poren sind, wurden bereits mit verschiedenen Methoden demonstriert (Antonsson
und Martinou, 2000; Desagher et al., 1999; Eskes et al., 2000; Martinou und Green, 2001;
Wei et al., 2001; Zamzami und Kroemer, 2001).

1.6.1 Die Bcel-2-Familie

Die Mitglieder der Bcl-2-Familie gelten als Schliisselregulatoren in der Kontrolle der
Freisetzung proapoptotischer mitochondrialer Faktoren (Kaufmann und Hengartner, 2001).
Bcl-2 wurde urspriinglich als Onkogen am chromosomalen Bruchpunkt t(14:18) in B-Zell
Lymphomen entdeckt (Tsujimoto et al., 1985; Zornig et al., 2001). Die Bcl-2 Familie (siehe
Abb. 1.6.1) enthélt sowohl antiapoptotische (Bcl-2, Bel-Xi, Bel-w, Bfl-1, Mcl-1, Al,
Boo/Diva und C. elegans Ced-9) als auch proapoptotische Mitglieder (Bax, Bak, Bcl-Xs,
Bad, Bid, Bik, Nip-3 und Hrk) (Bouillet und Strasser, 2002). Beziiglich ihrer Struktur und
ihrer biochemischen Funktion konnen die proapoptotischen Mitglieder in zwei
Untergruppen unterteilt werden: die Multi-BH-Domaénenproteine, zu denen Bax, Bak und
Bok gehoren, welche iiber die Bel-2-Homologiedominen BH1, BH2 und BH3 verfiigen,
und die Familie der BH3-only-Proteine, die lediglich Sequenzhomologien in der BH3-
Doméne besitzen (Martinou und Green, 2001; Strasser et al., 2000). Viele Mitglieder der
Bcl-2-Familie enthalten eine C-terminale Transmembrandomaéne, die eine subzelluldre
Verteilung auf der zytoplasmatischen Seite in den Membranen der Mitochondrien, des

Endoplasmatischen Retikulums und des Zellkerns ermoglicht (Bouillet und Strasser, 2002).
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Abb. 1.6.1: Ubersicht iiber die Mitglieder der Bcl-2-Familie. Die Bcl-2-Proteine enthalten bis zu
vier Bcl-2-Homologiedoménen (BH1-4), einige besitzen eine hydrophobe Transmembrandoméne
(TM). Die Bcl-2-Familie unterteilt sich in anti- und proapoptotische Mitglieder, wobei die
proapoptotischen Proteine sich aufgrund der Sequenzhomologien in Multi-BH-Doménen-Proteine
und BH3-only-Proteine unterteilen (nach Ranger et al., 2001).

1.6.1.1 Molekularer Mechanismus der Mitochondrienaktivierung

Die Wirkungsweise der Mitglieder der Bcl-2-Familie richtet sich nach derzeitigem
Wissensstand hauptséchlich auf die Mitochondrien und der Kontrolle der Freisetzung
proapoptotischer mitochondrialer Faktoren (Bouillet und Strasser, 2002). Entscheidend fiir
deren pro- bzw. antiapoptotische Wirkungsweise ist die Eigenschaft, funktionell zu
interagieren. Die verschiedenen Familienmitglieder bilden Homo- und Heterodimere, die je
nach Zusammensetzung pro- oder antiapoptotisch wirken: z.B. antiapoptotische Bcl-2/Bcl-
2-Homo- oder Bcl-2/Bax-Heterodimere sowie proapoptotische Bax/Bax-Homodimere und
Homooligomere. Bestimmte proapoptotische Signale beeinflussen nach diesem Modell die
Verfiigbarkeit und Aktivitit der einzelnen Familienmitglieder (und damit die
Zusammensetzung der Dimere) und aktivieren so das mitochondriale Zelltodprogramm

(Gross et al., 1998; Oltvai et al., 1993; Puthalakath et al., 1999; Sedlak et al., 1995).
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Die Bcl-2-Proteine dhneln in ihrer Struktur Diphteria toxin und Colicin. Die daraufhin
durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dall sowohl pro- als auch antiapoptotische Bcl-2-
Mitglieder in artifiziellen Membranen Kanéle bilden kdnnen, jedoch sind vermutlich nur
proapoptotische Proteine dazu auch unter physiologischen Bedingungen in der Lage
(Antonsson, 2001). Obwohl der genaue Mechanismus noch Spekulation ist, wird allgemein
angenommen, daf3 die Muli-BH-Doménenproteine Bax und Bak durch ihre Fahigkeit
Kanile zu bilden, die Freisetzung proapoptotischer mitochondrialer Faktoren bewirken.
Wihrend Bax nach Apoptosestimulation von seiner ldslichen, monomeren
zytoplasmatischen Verteilung in die duBlere Mitochondrienmembran inseriert (als
Oligomer), erfahrt das Mitochondrienprotein Bak keine Lokalisationsdnderung und wird

direkt iiber eine Konformationsidnderung aktiviert (Antonsson, 2001; Griffiths et al., 1999).

Eine essentielle Rolle bei dieser Aktivierung spielen die BH3-only-Proteine. Sie sind
normalerweise in nicht-mitochondrialen Kompartments der Zelle lokalisiert und
relokalisieren auf einen apoptotischen Stimulus hin zu den Mitochondrien (Wang, 2001).
Entscheidend fiir ihre Aktivitét ist die BH3-Doméne, dessen alpha-helikale Struktur direkt
mit einem Motiv interagiert, das durch die BH1-, BH2- und BH3-Doméne anderer Bcl-2-
Mitglieder gebildet wird (Cory und Adams, 2002). So aktivieren sie entweder Bax oder
Bak direkt, wie tBid (sieche Kapitel 1.4.1), oder indirekt (wie z.B. Bad), durch eine

Interaktion mit Bcl-2 oder Bcel-Xp, deren antiapoptotische Wirkung auf Bax oder Bak

damit neutralisiert wird (siche Abb. 1.6.2). Die Freisetzung von Bax und Bak kdnnte
darauthin deren Oligomerisierung und Kanalbildungsaktivitit in der &uBeren
Mitochondrienmembran bewirken (Gross et al., 1998; Martinou und Green, 2001; Wang,
2001). Knock-out Experimente demonstrieren die Bedeutung von Bax und Bak als finale

Vermittler der Apoptoseinduktion von BH3-only-Proteinen: bax”~ und bak_/_-Doppel-

knock-out-Zellen sind apoptoseresistent gegen die Uberexpression von BH3-only-Proteinen

(Ranger et al., 2001).
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Abb. 1.6.2: Aktuelles Modell zur Aktivierung der Mitochondrien durch BH3-only-Proteine.
Bcl-2 und andere antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie neutralisieren die proapoptotische
Wirkung von Bax und Bak. BH3-on/y-Proteine relokalisieren auf einen apoptotischen Stimulus zu
den Mitochondrien, wo sie mit den antiapoptotischen Bcl-2-Mitgliedern heterodimerisieren, was zu
einer Freisetzung von Bax und Bak und deren anschlieBender Oligomerisierung fiihrt. Die daraufthin
gebildeten Membrankanédle ermoglichen den Austritt proapoptotischer Faktoren aus den
Mitochondrien.

1.6.1.2 Regulation der BH3-only-Proteine
Die Tatsache, dal BH3-only-Proteine unter anderem auch in dem von Sdugern evolutiv

sehr entfernten Organismus C. elegans identifiziert wurden (Egl-1, Conradt und Horvitz
1998), verdeutlicht deren Bedeutung in der Apoptose. Mindestens 9 BH3-only-Proteine
sind in Sdugern bisher identifiziert worden, die nur das etwa 9-12 Aminosduren umfassende
und in sich divergierende BH3-Motiv vereint (Huang und Strasser, 2000). Dabei ist die
BH3-Doméne fiir deren proapoptotische Aktivitdt essentiell. Sie ist fiir die
Heterodimerisierung mit antiapoptotischen Bcl-2-Mitgliedern verantwortlich (Ausnahme:

BNip3, Ray et al. 2000), was die derzeitige Theorie iiber die proapoptotische
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Wirkungsweise der BH3-only-Proteine verdeutlicht (siehe Kapitel 1.6.1.1) (Bouillet und
Strasser, 2002).

Die BH3-only-Proteine spielen eine essentielle Rolle bei der Vermittlung verschiedenster
apoptotischer Signale (Huang und Strasser, 2000), wobei sie nach einem apoptotischen
Stimulus zu den Mitochondrien relokalisieren (Wang, 2001). Bad spielt beispielsweise eine
wichtige Rolle bei Wachstumsfaktorentzug. Wachstumsfaktoren wie Interleukin-3
induzieren — vermittelt durch Kinasen wie Akt oder die mitochondriale Proteinkinase A —
eine Phosphorylierung von Bad, welches durch anschlieBende Bindung an 14-3-3-Proteine
inaktiviert wird. Liegt Bad jedoch, ausgelost durch Wachstumsfaktorentzug, in freier Form
vor, induziert es Apoptose liber den mitochondrialen Weg. Dieser Mechanismus ermdglicht
es der Zelle, bei Verschlechterung der Wachstumsfaktorsituation, Apoptose zu induzieren

(Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997; Harada et al., 1999; Zha et al., 1996).

Andere BH3-only-Proteine, wie Bim und Bmf, sind iiber Dynein am Cytoskelett verankert.
Ihre Freisetzung fiihrt zur Aktivierung von Mitochondrien. Verantwortlich fiir die
Freisetzung sind spezifische proapoptotische Signale: beispielsweise im Fall von Bmf der
Verlust der Substratadhdsion. Bmf iibernimmt daher eine wichtige Rolle bei der
Adhésionsverlust-induzierten Apoptose (Anoikis), die bekanntermallen iiber den

mitochondrialen Weg erfolgt (Puthalakath et al., 1999; Puthalakath et al., 2001).

Die Regulation der BH3-only-Proteine erfolgt jedoch nicht nur auf post-translationeller
Ebene, sondern wird in einigen Fillen auch transkriptionell reguliert. Die Proteine Noxa
und Puma wurden beide als p53 induzierbare Gene identifiziert und es wird vermutet, daf3
sie fur die nach DNA-Schadigung induzierte Apoptose entscheidend sind (Han et al., 2001;
Nakano und Wousden, 2001; Oda et al., 2000; Yu et al., 2001). Ein anderer
apoptoseinduzierender StreBstimulus, Wachstumsfaktorentzug, verstirkt dagegen die
mRNA-Expression der BH3-only-Proteine Hrk und Bim {iiber einen JNK-abhédngigen
Mechanismus in Neuronen (Harris und Johnson, 2001; Putcha et al., 2001; Whitfield et al.,
2001).
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Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, daB3 der Proteinlevel (bei transkriptioneller
Regulation) und die subzellulidre Lokalisation der BH3-only-Proteine eine kritische Rolle
bei der Apoptosekontrolle spielen. Nach dem derzeitigen Modell ermoglicht es gesunden
Zellen eine Heterodimerisierung der BH3-on/y-Proteine mit antiapoptotischen Bcl-2-
Mitgliedern und somit eine Aktivierung von Bax und Bak zu vermeiden. Die Zelle ist
jedoch in der Lage, schnell und effizient auf externe und interne Zelltodsignale zu reagieren

(Bouillet und Strasser, 2002).

1.6.1.3 Wirkungsweise der antiapoptotischen Bcl-2-Mitglieder
Wie bereits beschrieben beziehen sich die Modelle iiber die Wirkungsweise der

antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie bisher hauptsidchlich auf den
mitochondrialen Weg, wo sie die proapoptotische Wirkung von Bax und Bak
neutralisieren. Andererseits wird aber auch iiber eine direkte Modulation der
Caspasenaktivierung spekuliert. Eine direkte Regulation der Caspasenaktivierung durch
Bcl-2-Mitglieder wurde bereits in C. elegans beschrieben (Chen et al., 2000; Conradt and
Horvitz, 1998; Metzstein et al., 1998). Nach dem derzeitigen Modell bindet Ced-9, ein Bcl-
2-Homolog, das Apaf-1-Homolog Ced-4, welches dadurch nicht in der Lage ist, die
Caspase Ced-3 zu aktivieren. Zelltodsignale fithren zur Expression des bisher einzigen in C.
elegans beschriebenen BH3-only-Proteins Egl-1, welches mit Ced-9 heterodimerisiert und
somit Ced-4 zur Aktivierung von Ced-3 freisetzt (Chen et al., 2000; Conradt and Horvitz,
1998; Metzstein et al., 1998; Kaufmann und Hengartner, 2001). Obwohl in Sdugerzellen
bisher keine Interaktion von antiapoptotischen Bcl-2-Mitgliedern mit Apaf-1 gezeigt
werden konnte, schlieBt das nicht die Existenz einer analogen Situation zu der in C. elegans
unter der Beteiligung zusétzlicher Faktoren aus. So konnten in Sdugerzellen
antiapoptotische Bcl-2-Mitglieder {iber mehrere Adaptorproteine direkt mit einer Caspase
gekoppelt sein und die Wechselwirkung von pro- und antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen

wiirde die Freisetzung der gebundenen Caspase regulieren. Interessanterweise konnte eine
Interaktion von Bcl-2 und Bcl-X mit dem in der Endoplasmatischen Retikulum-Membran

lokalisierten Protein Bap31 gezeigt werden (Ng et al., 1997), das gleichzeitig eine ER-
spezifische Isoform von Caspase-8 bindet: Procaspase-8L (Breckenridge et al., 2002). Dies

deutet einerseits auf eine mogliche Funktion von Bcl-2 und Bel- X1 als direkte Regulatoren
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von Procaspase-8L hin und andererseits scheint das ER eine groBere Rolle in der

Apoptoseregulation zu spielen, als bisher angenommen.

1.7 Das Endoplasmatische Retikulum (ER) als
Organelle in der Apoptoseregulation

In den letzten Jahren lieB eine zunehmende Anzahl von experimentellen Daten erkennen,
dafl das ER durch Kommunikation mit den Mitochondrien Apoptose reguliert und auch

selbst Apoptosesignale initiiert (Breckenridge und Shore, 2002).

1.7.1  Die UPR (“unfolded protein response”)

Zelluldare Bedingungen, die eine effiziente Faltung sekretorischer Proteine im ER-Lumen
beeintrachtigen, konnen potentiell toxische und fiir den Organismus geféhrliche
miligefaltete Proteine hervorrufen. In eukaryontischen Zellen existiert daher ein System,
welches die Proteinfaltung innerhalb des ER-Lumens verfolgt und reguliert: die sogenannte
unfolded protein response (Breckenridge und Shore, 2002). Es reagiert entweder mit
Uberlebenssignalen, die einen Stop in der Proteinsynthese mit anschlieBender
Hochregulation ER-stindiger Chaperonine umfafit, oder es reagiert mit der Induktion von
Zelltod. Die UPR kann durch chemische Reagenzien ausgeldst werden. Brefeldin A (BFA),
eine niedermolekulare, organische Substanz, verursacht eine Inhibition des
Vesikeltransports von Proteinen zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und dem
Golgi-Apparat, Tunicamycin verhindert die N-Glycolysierung von Proteinen (Ferri und
Kroemer, 2001; Breckenridge und Shore, 2002). ER-StreB-abhingige Signalwege
beeinflussen in einem Zusammenspiel von Proteasen und Kinasen iiber das ER-sténdige
Chaperonin Bip/Grp78 unterschiedliche zelluldre Prozesse. Ire-B vermittelt durch
Degradation der 28S rRNA eine Inhibition der Translation (Iwawaki et al., 2001). Den
gleichen Effekt bewirkt PERK, welches den generellen Translationsinitiationsfaktor elF2-o
inhibiert. Der Transkriptionsfaktor ATF-6 kann nach einer ER-StreB-spezifischen
Proteasespaltung in den Zellkern relokalisieren und einerseits Uberlebenssignale
vermitteln, wie bei der Hochregulation von Chaperoninen (zB. Bip/Grp78), oder ATF-6
kann Apoptose ausldsen, indem durch CHOP/GADD153 die Bel-2-Expression herabgesetzt
wird (Ferri und Kroemer, 2001; McCullough et al., 2001; Niwa et al., 1999; Patil und
Walter, 2001; Urano et al., 2000).
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1.7.2  Caspase-12

Ein weiterer Hauptfaktor in der durch ER-StreB-induzierten Apoptose ist die auf
cytoplasmatischer Seite mit dem ER assoziierte Caspase-12. Caspase-12 ist ER-Strel3-
spezifisch und wird nicht durch TNFa oder Fas bei rezeptorvermittelten und
mitochondrialen Apoptosesignalwegen aktiviert (Nakagawa et al., 2000; Nakagawa und

Yuan, 2000; Yoneda et al., 2001). Dementsprechend sind caspase-12 - embryonische

Mausfibroblasten teilweise resistent gegen Apoptoseinduktion durch Brefeldin A,
Tunicamycin oder Thapsigargin (siehe Kap. 1.8.1 und 1.8.2) (Breckenridge und Shore,
2002). Ein Mysterium ist, da} diese Caspase bisher nur in der Maus identifiziert und
charakterisiert wurde und es ist unklar, ob eine humane Form des Proteins existiert oder ob
die Aufgabe von Maus-Caspase-12 beim Menschen durch andere Caspasen (Caspase-4
oder -5) iibernommen wird. Caspase-4 und —5 sind diejenigen Proteasen mit der groften

Homologie zu Maus-Caspase-12. Die physiologischen Regulatoren von Caspase-12 sind
bisher nicht bekannt. Ein Anstieg der cytosolischen Ca”"-lonenkonzentration fiihrt zur

Aktivierung von Caspase-12, jedoch sind die dafiir verantwortlichen Enzyme bisher nicht
beschrieben worden. Ebenso unbekannt sind bislang die spezifischen Substrate von

Caspase-12 (Huseyin, 2000).

1.7.3  ER-Cda**-Austritt und Apoptose

ER-Strel wird immer begleitet von einem Anstieg der cytosolischen Konzentration an

. 2 . .
freiem Ca” (Breckenridge und Shore, 2002). In ungestre8ten Zellen wird der Level an
cytosoloschem Ca2+ stringend reguliert. Der Austritt erfolgt tiber einen spezifischen Ca2+-
Kanal (InsP3R) und iiber die sarcoplasmatische / endoplasmatische Ca2+-ATPase (SERCA)

. 2 . .
wird cytosolosches Ca " zurlick ins ER-Lumen gepumpt, wo es entweder frei oder
gebunden an Calreticulin oder Calnexin vorliegt (Ferri und Kroemer, 2001). Da ein akuter
2 . . o . .
Ca” -Austritt aus dem ER Zelltod auslosen kann, wird der SERCA-Inhibitor Thapsigargin

verwendet, um experimentell diesen Zustand auszulosen. Neben einer funktionellen

Kopplung von ER-Strel} - ausgeldst durch die UPR - und dem Anstieg der cytosoloschen
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2+ . . . . . . .
Ca  -Konzentration gibt es auch eine Korrelation zu mitochondrialen apoptotischen

Ereignissen, wie der Freisetzung von Cytochrome c (Ferri und Kroemer, 2001).

1.7.4  Zusammenspiel zwischen ER und Mitochondrien bei der
Apoptose
Die Bedeutung mitochondrialer apoptotischer Ereignisse fiir die durch ER-Strel3 induzierte

Apoptose werden von der Tatsache eindrucksvoll verdeutlicht, daB bax”~ und bak” -

Doppel-knock-out-Zellen resistent gegeniiber Zelltodinduktion mit Brefeldin A und
Tunicamycin sind (Wei et al., 2001). Dies zeigt entweder die Notwendigkeit der
Mitochondrien fiir ER-Stre3-induzierte Apoptose oder deutet auf eine bisher unbekannte
Funktion von Bax und Bak am ER hin (Ferri und Kroemer, 2001). Um die Funktion von
Bcl-2-Mitgliedern am ER genauer analysieren zu konnen, wurden Bcl-2-Varianten
hergestellt, die ausschlieBlich am ER bzw. exklusiv an den Mitochondrien lokalisiert sind
(Hacki et al., 2000; Lee et al., 1999). Interessanterweise gibt es Unterschiede im
Inhibitionsverhalten zwischen ER-lokalisiertem (ER-)Bcl-2 und ausschlieBlich
mitochondrialem (Mito-)Bcl-2. So wird nach Brefeldin A- und Tunicamycin-Behandlung
eine Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien nicht nur durch Wildtyp-Bcl-2
sondern auch durch (ER-)Bcl-2 inhibiert. Dagegen inhibiert ER-Bcl-2 in MDCK-Zellen
jedoch keine mit Etoposide oder Serumentzug induzierte Apoptose, welche aber von
mitochondrialem Bcl-2 inhibiert wird (Héicki et al., 2000; Lee et al., 1999; Annis et al.,
2001). Diese Ergebnisse deuten auf eine exklusive Funktion der antiapoptotischen Bcl-2-

Mitglieder am ER fiir spezifische Signalwege hin.

Dennoch ist eine ER-Lokalisation von Bcl-2 und Bcel-Xp nicht in jedem Fall mit einer

Apoptose-inhibitorischen Funktion verbunden. Eine Interaktion mit den Mitgliedern der

ER-stindigen Reticulon Proteinfamilie (RTN) neutralisiert diese Aktivitit. Sie interagieren
dort mit Bcl-2 und Bcel-X1, (RTN-XS) bzw. mit Bel-X1, (RTN1-C) (Shinji et al., 2000;
Tagami et al., 2000).
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1.7.5  Der Bap31-Komplex am ER

Ein weiteres ER-Protein, mit dem Bcl-2 und Bcl-X interagieren, ist Bap31. Bap31 ist ein

ubiquitdr exprimiertes integrales ER-Membranprotein, welches einerseits als Chaperonin
fiir den Proteinexport wirken kann und andererseits mit Apoptoseregulation in Verbindung
gebracht wurde (Breckenridge und Shore, 2002). Der C-terminale cytoplasmatische Teil
von Bap31 enthélt eine coiled-coil-Domine mit Sequenzhomologien zu den death effector-
Dominen (DED) (siehe Kap. 1.4.1 und Abb. 1.3.1) von Procaspase-8 und —10. Es konnte
gezeigt werden, dall Bap31 nach Apoptosestimulation eine ER-spezifische Isoform von
Caspase-8 bindet: Procaspase-8L, welche beziiglich Caspase-8 eine 59 Aminosdurereste
umfassende N-terminale Verldngerung enthilt, die eine Interaktion mit Bap31 ermoglicht
(Breckenridge et al., 2002). Apoptoseinduktion durch das Onkogen E1A induziert die
Assoziation von Procaspase-8L mit Bap31. Procaspase-8L wird durch einen Mechanismus
prozessiert, der durch Bcl-2 inhibierbar und abhéngig von Bap31 ist. So konnen Zellen, die
defizient an Bap31 und dessen Homolog Bap29 sind, Procaspase-8L nach
Apoptoseinduktion durch E1A nicht prozessieren. Neben seiner Funktion als
Apoptoseregulator ist Bap31 auch ein Caspase-8-Substrat, es enthdlt zwei identische
Caspaseschnittstellen im C-terminalen cytoplasmatischen Teil. Ein nach Prozessierung
durch Caspase-8 entstehendes 20 kD Fragment besitzt Apoptose-induzierende
Eigenschaften, ein Mechanismus, der an Bcl-2 erinnert, dessen prozessierte Fragmente
proapoptotisch sind und zu einer Amplifikation des Apoptosesignals beitragen (siehe Kap.
1.3.3) (Ng et al., 1997; Ng und Shore, 1998; Nguyen et al., 2000; Breckenridge et al.,
2002).

Interessanterweise ist der Bap31-Komplex auch an der Apoptoseinduktion durch den Fas-
Rezeptor beteiligt, zumindest in einigen Zelltypen (Typ II), die eine Beteiligung von
Mitochondrien zur Vermittlung des apoptotischen Signals bendtigen und nicht direkt am
Fas-Rezeptorkomplex iiber Caspase-8-Aktivierung Apoptose induzieren konnen (siche
Kap. 1.4.1). So kann eine stabil in KB-Zellen exprimierte Bap31-Mutante, welche nicht
durch Caspase-8 prozessiert werden kann und somit caspase-resistent ist (crBap31), Fas-
induzierte Apoptose inhibieren (Nguyen et al., 2000). Obwohl crBap31 in diesen Zellen nur

einen geringen Einflul auf die Fas-induzierte Caspase-Aktivierung und Spaltung von
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Caspasesubstraten hat, inhibiert es jedoch den Cytochrome c-Austritt, die
Mitochondriendepolarisation, sowie die Reorganisation des Zytoskeletts und verhindert
somit phanotypische Verdnderungen, die zur Bildung membranumschlossener Vesikel,
sogenannter apoptotischer Korperchen fithren. Der Bap31-Komplex scheint also die
Vermittlung des Apoptosesignals vom Fas-Rezeptor zu den Mitochondrien zu blockieren.
Erst die Prozessierung von Bap31 durch Caspase-8 16st diese Blockade auf und verwandelt
Bap31 von einem Inhibitor zu einem Aktivator, da das entstehendes 20 kD-Fragment iiber
einen Mitochondrien-abhéngigen Signalweg Apoptose induzieren kann (Nguyen et al.,
2000; Breckenridge und Shore, 2002). Diese Ergebnisse unterstreichen die enge
Verkniipfung in der Apoptoseregulation zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und
den Mitochondrien, jedoch sind die molekularen Mechanismen und die beteiligten Faktoren

noch weitestgehend unbekannt.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Da erst ein Bruchteil der Proteine bekannt sein diirfte, die unter physiologischen oder
pathologischen Bedingungen an der Apoptoseinduktion beteiligt sind, war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, neue Komponenten von Apoptosewegen zu identifizieren. Hierzu
wurde ein von Grimm und Leder (1997) entwickelter genetischer Expressionsscreen
angewendet, der die rasche Untersuchung ganzer cDNA-Bibliotheken erlaubt. Er beruht auf
der transienten Transfektion von Einzelplasmiden von einer normalisierten Maus-cDNA-
Bibliothek in humane Nierenzellen (293T) mit anschlieBender phdnotypischer Analyse
apoptotischer Verdnderungen. Dieses Verfahren erlaubt die vergleichsweise zeitsparende
Analyse vieler cDNAs (Grimm und Leder, 1997). Es nutzt aus, dal viele Proteine
bekannter Apoptosewege in der Lage sind, bei Uberexpression Apoptose zu induzieren
(wie z.B. Caspase-2 oder Bax). Diese Eigenschaft ist mit einem dominanten Effekt
bestimmter Mutationen vergleichbar, die eine konstitutive Aktivierung eines Proteins zur
Folge haben. Die Uberexpression von proapoptotischen Genen kann die Interaktion zu
Proteinen beeinflussen, welche proapoptotische Signalwege regulieren. So kann ein
endogener Inhibitor durch die forcierte Uberexpression stdchiometrisch nicht mehr in der

Lage sein zu inhibieren. Andererseits werden somit auch Interaktionen mit anderen
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proapoptotischen Signalmolekiilen ermoglicht, deren Assoziation normalerweise streng

reguliert ist und nur auf spezifische Signale hin erfolgt.

Von den mit Hilfe dieses Verfahrens erhaltenen Klonen, die bei Uberexpression
proapoptotisch wirken, wurde eine bislang nicht genauer beschriebene cDNA ausgewdhlt,
die nach transienter Transfektion schnell und effizient in humanen Zellen Apoptose
induziert. Zusétzlich enthélt dieser Klon eine dem BH3-Motiv (sieche Kap. 1.6.1)
entsprechende Aminosdurensequenz und wurde darauthin im Rahmen dieser Arbeit

genauer charakterisiert.
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2 Ergebnisse

2.1 Reihenuntersuchung nach dominant Apoptose-
induzierenden Genen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein screening nach dominanten Apoptose-
induzierenden Genen durchgefiihrt. Hierzu wurden (wie unter Kapitel 6.1.4 beschrieben)
im 96-well-Format einzelne cDNA-Klone einer normalisierten Mausnieren-cDNA-Bank
isoliert und im 24-wel/-Format in humane embryonale Nierenzellen (293T) transfiziert.
Dabei wurden vor der Plasmidisolierung im 96-wel/-Format die Bakterienklone soweit
verdiinnt, daf3 statistisch Einzel-cDNAs transfiziert wurden. Die Auswertung erfolgte
mikroskopisch 20 bis 48 h nach Transfektion auf die Ausbildung eines typischen
apoptotischen Phéinotyps (siche Abb. 2.2.1.1). Als Positivkontrollen wurden Caspase-2
(Nedd2) oder ANT-1 verwendet, von denen bekannt ist, daB sie bei Uberexpression
Apoptose induzieren (Bauer et al., 2000). Als Negativkontrollen im Screen dienten die

nicht-positiven Klone.

Insgesamt wurden im Verlauf dieser Arbeit etwa 5000 unabhiangige cDNA-Klone getestet.
Nach Vereinzelung und wiederholter Transfektion erwiesen sich 21 Klone als positiv, was
einem Anteil von 0,42 % entspricht. Die Linge der entsprechenden cDNAs variierte
zwischen ca. 0,6 und 2,5 kb und betrug im Durchschnitt 1,3 kb. Die positiven Klone
wurden sequenziert und mittels einer BLAST-Suche unter www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
(Altschul et al., 1997) mit den allgemein zuginglichen Datenbanken abgeglichen und
identifiziert. Die Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen positiven Klone.

Drei der aus dem Screen erhaltenen 21 Klone wurden schon mit einer Funktion in der

Apoptose beschrieben: die Serine Palmitoyltransferase (Dawkins et al., 2001; Perry et al.,
2000), PERP (Attardi et al., 2000) und RhoB (Esteve et al., 1995; Lebowitz et al., 1997).
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Tabelle 2.1: Uberblick iiber die Apoptose-induzierenden Klone aus dem screening. Die
Klonnummer, die Genbank-Zugangsnummer und eine kurze Klonbeschreibung sind dargestellt. In
einigen Féllen wurde wegen des Fehlens der Maussequenzen in den Datenbanken die entsprechende
humane Genbank-Zugangsnummer angegeben und gekennzeichnet. Die Klonnummer entspricht der
internen Nomenklatur, fehlende Nummern sind im Sekundirscreen (sieche Kap.6.1.4)

herausgefallen.
Klon Genbank- Klonbeschreibung
Zugangsnummer
1. Klone mit bereits bekannter Funktion in der Apoptose:
#4 | NM 011479 Serine Palmitoyltransferase, subunit 2 (Sptlc2)
#6 | AF249870 PERP (p53 apoptosis-associated target)
#29 | X99963 RhoB

2. Klone mit bereits bekannter Funktion, die jedoch noch nicht mit Apoptose in

Verbindung gebracht wurden:

#3 | AF223950 Tim22 (Preprotein Translokase)

#8 | X60036 (human) Mitochondrialer Protonen/Phosphate Symporter

#10 | M31775 Cytochrome beta-558

#23 | X04297 (human) Na,K-ATPase alpha-Untereinheit (unvollstindiger
Klon)

#26 | NM_003002 (human) Succinate dehydrogenase complex, subunit D
integrales Membranprotein (SDHD)

#28 | U95822 (human) Tim23, Transmembrane GTPase

(unvollstindiger Klon)

Bereits beschriebene Klone, deren Funktion jedoch weitestgehend unbekannt ist:

#2 | AJ006341 PMP34 (Peroxisomales integrales Membranprotein)

#9 | AF113127 (human) S1R protein, humanes Cowpoxvirus-Homolog

#20 | NM 011512 Surfeit-Gen 4 (Surf4)

#24 | AF192558 Mitochondrial carrier homolog 1 isoform b (Mtch-1b),
uncharakterisierte mRNA

#25 | NM 016783 Progesterone-Rezeptor Membrankomponente

#27 | U21049 (human) DD96, hochreguliert in Tumoren
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#30 | U76253 E25B, Homolog des humanen Bri-Proteins

#31 | AF161525 HSPC177, uncharakterisierte mRNA

Noch nicht beschriebene Klone mit unbekannter Funktion:

#18 | UniGene: Mm.86545 unbekannt

#19 | SPTREMBL:0O75663 unbekannt

#21 | UniGene: Mm.27841 unbekannt

#22 | UniGene: Mm.31778 unbekannt

Dabei vermittelt die Serine Palmitoyltransferase die entscheidende Reaktion in der
Ceramid-Synthese, einer Substanz, welche bekanntermallen Apoptosesignalwege aktiviert
(Perry et al., 2000). PERP ist ein Mitglied der mit verschiedenen neurodegenerativen
Krankheiten in Verbindung gebrachten PMP-22/gas3-Proteinfamilie. Es wurde als p53-
Targetgen identifiziert und iduziert iiber einen noch unbekannten Mechnismus Apoptose
(Attardi et al., 2000). Das ebensfalls in diesem screen erhaltene RhoB kontrolliert iiber
Integrin-abhédngige Signalwege die Zelladhdsion und ist ein entscheidender Regulator beim
Wachstum von Tumorzellen. Uber einen Ceramid-abhiingigen Signalweg ist RhoB in der
Lage, Apoptose einzuleiten (Esteve et al., 1995; Udagawa und Mclntyre, 1996; Lebowitz et
al., 1997).

Vier der sechs Proteine mit einer bereits bekannten Funktion sind in den Mitochondrien
lokalisiert (#3, #8, #26, #28). Deren Beteiligung an mitochondrialen apoptotischen
Ereignissen wurde von Mitarbeitern am Max-Planck-Institut fiir Biochemie genauer
untersucht. Vom Grofteil der restlichen Gene war keine Funktion bekannt. Sie waren
entweder in kurzen VeroOffentlichungen beschrieben oder deren Sequenz war durch
Sequenzierprojekte in die Datenbanken gelangt. Von 3 Genen gab es keine mRNA-Sequenz
(#18, #21, #22). Es wurden nur Eintrdge in UniGene-Datenbanken gefunden
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/), die automatisiert ESTs mit

Sequenziiberlappungen zusammenfassen.
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Zur genaueren Charakterisierung im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bislang nicht
genauer beschriebene ¢cDNA ausgewihlt, die nach transienter Transfektion schnell und
effizient in humanen Zellen Apoptose induzieren konnte: #31. Zu Beginn dieser Arbeit
existierten zwei Datenbankeintridge zu dieser mRNA-Sequenz. Die erste stammte aus einem
Sequenzierprojekt humaner CD34-positiver Stammvorlauferzellen (HSPC177) (Zhang et
al., 2000). Die zweite, eine aufgrund dreier Rasterspriinge im ORF vermutlich fehlerhafte
Sequenz (cgi-34), stammte aus einem Homologieklonierungsprojekt, bei dem zum
Nematoden C. elegans homologe humane Gene indentifiziert wurden (Lai et al., 2000).
Diese evolutive Konservierung und die Tatsache, dafl dieser Klon eine dem BH3-Motiv
(siche Kap. 1.7.1) entsprechende Aminosdurensequenz enthielt, veranlafiten die genauere
Charakterisierung dieses neuen, bisher uncharakterisierten cDNA-Klones im Rahmen
dieser Arbeit. Diese ¢cDNA enthilt einen ORF, welcher fiir ein Protein mit 219
Aminosdureresten kodiert und Small protein with inherent killing effect (Spike) genannt

wurde.

2.2 Charakterisierung von Spike als Apoptose-
induzierendes Gen

2.2.1  Spike induziert Apoptose in verschiedenen Siugerzellen
Die transiente Transfektion von Spike in 293T-Zellen resultiert in den fiir Apoptose
bekannten phinotypischen Verdnderungen (siche Abb. 2.2.1.1). Um proteinunabhéngige
Effekte bei der Apoptoseinduktion auszuschlieen, wurde zur Kontrolle ein Plasmid mit
deletiertem Startkodon (-ATG) transfiziert, welches nicht zur Ausbildung des apoptotischen
Phénotyps in 293T-Zellen fiihrte.
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293T

Abb. 2.2.1.1: Spike induziert Apoptose in 293T-Zellen. Die kodierende Region von Spike mit
einer Deletion des Startkodons (links) und mit unmodifiziertem ORF (rechts) wurde mit GFP
transient in 293T-Zellen transfiziert. Gezeigt sind Phasenkontrast- (oben) und
Fluoreszenzaufnahmen (unten) 36 h nach der Transfektion. Der Balken entspricht 100 pm.

Um auszuschlieBen, daB die durch Uberexpression von Spike induzierte Apoptose nur auf
die im Screen verwendeten 293T-Zellen begrenzt ist, wurden unterschiedliche Zelltypen
transient transfiziert. Neben 293T-Zellen fiihrt eine Uberexpression von Spike auch in
HeLa, HeLa p0 und MCF-7-Zellen phénotypisch zum Zelltod (sieche Abb. 2.2.1.2). HeLa
p0-Zellen verfiigen iiber keine intakte mitochondriale Atmungskette und kénnen daher dort
keine proapoptotischen Sauerstoffintermediate bilden (Chandel und Schumacker, 1999).
MCF-7 sind dagegen defizient an Caspase-3 (Rehm et al., 2002). Diese Ergebnisse
demonstrieren, da3 die Apoptose-induzierende Eigenschaft von Spike nicht nur auf 293T-
Zellen begrenzt ist, sondern da3 Spike einen vermutlich generellen, in den verschiedensten
Zelltypen aktivierbaren Apoptoseweg induziert. AuBerdem wird deutlich, da3 der Spike-
vermittelte Zelltod weitestgehend unabhédngig von einer intakten mitochondrialen
Atmungkette und den dort zu bildenden radikalen Sauerstoffintermediaten ist (HeLa p0-

Zellen), sowie dal} die Spike-induzierte Apoptose unabhéngig von Caspase-3 ist (MCF-7).
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HelLa Hela p0 MCFE-7

Abb. 2.2.1.2: Transiente Spike-Transfektion in HeLa-, HeLa p0- und MCF-7-Zellen. Ein
Kontrollplasmid (Luciferase, oben) und Spike (unten) wurden transient mit GFP in die angegebenen
Zellinien transfiziert. Die Fluoreszenzaufnahmen entstanden 36 h nach der Transfektion. Der
Balken entspricht 100 um.

2.2.2  Spike induziert Caspase-abhiingige Apoptosewege

Neben den phanotypischen Indizien fiir Apoptose konnte der biochemische Nachweis der
Apoptose erbracht werden. So induziert Spike die durch Caspasen-aktivierte
internukleosomale DNA-Fragmentierung (siehe Kap. 1.1 und 1.3.3), was als sogenannte
DNA-Leiter in den typischen 180 bp-Multimeren sichtbar wird (Abb. 2.2.2.1/A). Einen
weiteren Hinweis auf Caspasenaktivitét lieferte der generelle Caspaseninhibitor zVADfmk,
welcher als Pseudosubstrat die aktiven Zentren der Caspasen blockiert. Als mit Spike
transfizierte HeLa-Zellen gleichzeitig mit zZVADfmk behandelt wurden, konnte die Spike-
induzierte DNA-Fragmentierung vollstdndig verhindert werden (Abb. 2.2.2.1/B). In einem
anschlieBenden DEVD-spezifischen Aktivititstest konnte die Aktivierung Caspase-3-
dhnlicher Caspasen nach Spike-Transfektion nachgewiesen werden (Abb. 2.2.2.1/C).
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Abb. 2.2.2.1: Spike induziert Caspase-abhingige Apoptose. A, Spike-Expression fiihrt zur
Bildung der DNA-Leiter. 293T-Zellen wurden mit Spike transfiziert und nach 40 h wurde die
niedermolekulare DNA isoliert und auf einem 2% Agarosegel aufgetrennt. B, zVADfmk inhibiert
Spike-induzierte Apoptose. HeLa-Zellen wurden mit Spike transfiziert und gleichzeitig wie
angegeben mit und ohne 100 uM zVADfmk inkubiert. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde nach
36 h durch FACS-Analyse quantifiziert. C, Spike-Expression aktiviert Caspase-3. Die angegebenen
Konstrukte wurden in HeLa-Zellen transfiziert und nach 22 h die Caspase-3-Aktivitit mittels eines
ELISA-Assays bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei
Experimenten. Die Abb. C ist in Zusammenarbeit mit Andreas Gewies entstanden.

Diese Daten deuten auf einen Caspase-abhiangigen Apoptoseprozel hin. Dennoch scheinen
auch Caspase-unabhidngige Prozesse eine Rolle zu spielen. So kann zwar die
Spike—induzierte DNA-Fragmentierung durch Inkubation der transfizierten Zellen mit dem
Caspaseinhibitor zVADfmk vollstindig unterbunden werden, dennoch kommt es zur
Ausbildung eines (wenn auch Apoptose-untypischen) Phénotyps (siche Abb. 2.2.2.2). Von
diesen Zellen scheint der zytoplasmatische Anteil zu schrumpfen. Es ist jedoch im
Gegensatz zu HeLa-Zellen, die nicht mit zVADfmk behandelt wurden (Abb.
2.2.2.2/rechts), kein typisches apoptotisches fragmentieren (,,blebbing“) der Membranen

ersichtlich.
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Kontrolle

Abb. 2.2.2.2: Phinotyp von mit Spike transfizierten und mit zVADfmk behandelten HeLa-
Zellen. Dargestellt sind HeLa-Zellen, die mit einem Kontrollplasmid (Luciferase, links) und Spike
(Mitte und rechts) mit GFP transient transfiziert wurden. Die Phasenkontrast- und
Fluoreszenzaufnahmen entstanden 36 h nach der Transfektion. Die Pfeile markieren repréisentative
Zellen zur Verdeutlichung des jeweiligen Phanotyps. Der Balken entspricht 100 pum.

2.2.3  Die Apoptose-induzierende Funktion von Spike ist
evolutiv konserviert

BLAST-Analysen in Sequenzdatenbanken (Altschul et al., 1997) erbrachten, daB} es
entfernte Spike-Homologe in einer Vielzahl von Organismen gibt, beispielsweise in Hefen
(Saccharomyces cerevisiae) oder Pflanzen (Arabidopsis thaliana). Allerdings war mit
Ausnahme eines Homologen Proteins in Candida albicans diese Homologie nur auf den
Sequenzbereich der zwei putativen coiled coil-Doménen begrenzt (siche Kap. 2.2.4.1).
Homologe Proteine, bei denen sich die Sequenzhomologien iiber die gesamte Spikesequenz
erstreckt, existieren im Nematoden Caenorhabditis elegans und in der Taufliege
Drosophila melanogaster. Beides sind Modellorganismen fiir die Untersuchung von
programmiertem Zelltod, da viele Mechanismen und Signalmolekiile evolutiv konserviert
sind. Sowohl das C. elegans-Spike als auch das D. melanogaster-Homolog zeigen trotz

dieser evolutiven Distanzen eine erstaunlich hohe Homologie, sie sind zum Maus-Spike zu
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60% (C. elegans) bzw. zu 63% (D. melanogaster) identisch. Das humane und murine Spike

unterscheiden sich sogar nur in drei von 219 Positionen voneinander (siche Abb. 2.2.3.1).
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Abb. 2.2.3.1: Sequenzvergleich zwischen Spike-Homologen aus Mensch (hs), Maus (mm), C.
elegans (cel) und D. melanogaster (Dro). In allen Spezies identische Aminosduren sind schwarz
bzw. grau (nur teilweise identisch) unterlegt.

Um diese Homologen Gene genauer untersuchen zu konnen, wurden sie daraufhin aus den
entsprechenden cDNA-Bibliotheken kloniert und in eukaryontische Zellen transfiziert.
Sowohl das C. elegans-Spike als auch das D. melanogaster-Spike sind im eukaryontischen
System in der Lage, Apoptose zu induzieren. Neben einem apoptotischen Phénotyp kann
der durch diese Gene induzierte Zelltod auch biochemisch mittels DNA-Leiter (C. elegans-
Spike) und FACS-Analyse (D. melanogaster-Spike) nachgewiesen werden (siche Abb.
2.2.3.2).
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Abb. 2.2.3.2: C. elegans- und D. melanogaster-Spike induzieren Apoptose in humanen Zellen.
A, HeLa-Zellen wurden mit einem Kontrollplasmid (Luciferase, links) und C. elegans-Spike
(rechts) transient transfiziert; GFP wurde cotransfiziert. Die Phasenkontrast- (oben) und
Fluoreszenzaufnahmen (unten) entstanden 36 h nach der Transfektion. Der Balken entspricht
100um. B, 293T-Zellen wurden mit C. elegans-Spike (mit und ohne Start-ATG) transfiziert und
nach 40 h wurde die niedermolekulare DNA isoliert und auf einem 2% Agarosegel aufgetrennt. C,
HeLa-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und der Anteil apoptotischer
Zellen 24 h nach der Transfektion durch FACS-Analyse quantifiziert.

2.2.4  Sequenzanalyse von Spike

2.24.1 Sequenzanalyse der Primdrsequenz
Der ORF des Spike-Gens kodiert fiir ein Protein von 219 Aminosédureresten. Insgesamt ist

das Protein sehr stark geladen, mehr als ein Drittel aller Aminosdurereste sind entweder
positiv (Lysin, Arginin) oder negativ geladen (Glutamat, Aspartat). Die Ladungsverteilung
innerhalb der Gesamtsequenz ist jedoch sehr unterschiedlich, mit einer positiven
Nettoladung im N-terminalen Teil (Aminosédurereste 1-124) und einem fast ausschlieBlich
negativ geladenen C-terminalen Teil (Aminosdurereste 125-219). Die Ladungsdifferenz im
N-Terminus mit 14x Glutamat oder Aspartat gegeniiber 29x Lysin oder Arginin ist dagegen
nicht so gravierend, wie im C-Terminus. Dort stehen 30 negative Glutamate oder Aspartate

nur zwei Lysinen und einem Arginin gegeniiber.

Verschiedene Analyseprogramme von Proteinsequenzen (PSORT, SMART, COILS)
postulieren in der Spike-Sequenz zwei coiled coil-Domidnen zwischen den
Aminoséureresten 20-54 und 120-153 (Nakai und Kanehisa 1992; Schultz et al. 1998;

Letunic et al. 2002; Lupas et al., 1991). Diese Dominen sind bekannte Protein-Protein-
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Interaktionsmodule (Parry und Steinert, 1992). Ein Vergleich mit bekannten Apoptose-
induzierenden Genen hat ergeben, dall Spike auBBerdem eine Sequenz enthélt, welche dem
BH3-Motiv der Apoptose-regulierenden Bcl-2-Familie entspricht (siehe Kap. 1.7.1). Das
BH3-Motiv umfalit etwa 12-15 Aminosiurereste, von denen neben einem relativ stark
konservierten Kernmotiv von 5 Aminosdureresten jedoch nur wenige andere Positionen

konserviert sind (siche Abb. 2.2.4).

hs-Spike (163) (177)
hs-Bax (59) (73)
hs-Bid (86) (100)
hs-Bik (57) (71)

hs-BimL (148) (162)
hs-Hrk (33) (47)

hs-Rad9 (16) (30)

hs-Bad (110) (124)

hs-Bcl-2 (93) (107)
hs-Bak (74) (88)

cel-Egl-1 (54) (68)
Consensus IA 1L IGDEL

Kernsequenz

Abb. 2.2.4: Sequenzvergleich der BH3-Doméinen von Spike und Mitgliedern der Bcl-2-
Familie. Identische und konservierte Aminoséurereste sind schwarz unterlegt. Die in Klammern
angegebenen Zahlen entsprechen der Position der Aminosédurereste innerhalb der jeweiligen
Proteinsequenzen. (hs-H. sapiens, cel-C. elegans)

Mit  Hilfe des NetPhos2.0-Programmes zur Sequenzanalyse
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) beziiglich der Wahrscheinlichkeit moglicher
Phosphorylierungsstellen wurden acht Serin-, drei Threonin- und zwei potentielle
Tyrosinphosphorylierungsstellen in der Spike-Sequenz postuliert (Blom et al., 1999).
Dieses Programm analysiert jedoch nur die Primédrsequenz und Daten iiber die potentielle
Sekundirstruktur und damit die Zuginglichkeit der Reste fiir Kinasen flieBen nur sehr

begrenzt in diese Analyse ein.
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Tabelle 2.2.4.1: Ubersicht iiber potentielle Phosphorylierungsstellen laut
Primérsequenzanalyse durch das NetPhos 2.0-Programm. Dargestellt sind die Position (Pos.)
und die Sequenzumgebung (Context) in der Spike-Sequenz, sowie die potentielle
Wabhrscheinlichkeit (Score, 1=100%) einer Phosphorylierung laut Primirsequenz. Aminosaurereste
mit einer hohen Phosphorylierungswahrscheinlichkeit sind gekennzeichnet.

Serine Threonin Tyrosine
Pos Context Score Pos Context Score Pos Context Score
v v v
16 APPPSLTDC 0.952 *S* 18 PPSLTDCIG 0.117 . 45 ELVKYKDQI 0.289
26 GTVDSRAES 0.893 *S* 23 DCIGTVDSR 0.489 . 75 QKRMYEQQR 0.138
30 SRAESIDKK 0.981 *S* 95 QANYTIQSL 0.013 . 94 EQANYTIQS 0.152 .
36 DKKISRLDA 0.996 *S* 102 SLKDTKTTV 0.107 . 120 MKKAYKQVK 0.663 *Y*
86 LAQQSFNME 0.004 . 104 KDTKTTVDA 0.670 *T* 153 LSRSYGTPE 0.034 .
98 YTIQSLKDT 0.994 *g* 105 DTKTTVDAM 0.438 . 182 EDSSYLDEA (0.975 *Y*
150 QEALSRSYG 0.970 *s* 155 RSYGTPELD 0.858 *T* ~
152 ALSRSYGTP 0.565 *S* 198 EGVPTDTKN 0.067 .
180 ADEDSSYLD 0.096 . 200 VPTDTKNKD 0.857 *T*
181 DEDSSYLDE (0.992 *S* ~
188 DEAASAPAI 0.094
219 QIPAS---- 0.096

2.2.4.2 Sekundirstrukturanalyse
Basierend auf der Sequenz ist es moglich mit Hilfe von

Sekundirstrukturanalyseprogrammen wie dem GOR4- (Garnier et al., 1996) oder dem
SOPM-Programm (Geourjon und Del’age, 1994) die Sekudarstruktur unbekannter Proteine
zu analysieren. Sowohl das GOR4- als auch das SOPM-Programm postulieren in der Spike-
Sequenz hauptsidchlich Alpha-helikale Strukturen vornehmlich in Bereichen der coiled-coil-
Dominen und des BH3-Motivs (sieche Tab. 2.2.4.2). Die restlichen Sequenzbereiche

zwischen den Aplha-Helices scheinen unstrukturiert zu sein (random coil).

Tabelle 2.2.4.2: Sekundirstrukturanalyse mit dem GOR4- und dem SOPM-Programm.
Alpha-helices sind fett unterstrichen, random coil-Bereiche sind normal dargestellt. Im C-Terminus
sind mogliche extended strand-Bereiche kursiv gekennzeichnet.

Sekundiirstrukturanalyse mit dem GOR4-Programm (Garnier et al., 1996):

MNRLFGKAKPKAPPPSLTDCIGTVDSRAESIDKKISRLDAELVKYKDQIKKMREGPAKNMVK
QKALRVLKQKRMYEQQRDNLAQQSFNMEQANYTIQSLKDTKTTVDAMKLGVKEMKKAYKQVK
IDQIEDLQDQLEDMMEDANEIQEALSRSYGT PELDEDDLEAELDALGDELLADEDSSYLDEA

ASAPATPEGVPTDTKNKDGVLVDEFGLPQIPAS
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GOR4 SOPM
Alpha helix : 139 sind 63.47% 148 sind 67.58%
"Extended strand” . 6 sind 2.74% 12 sind 5.48%
“Beta turn” : 0 sind 0.00% 4 sind 1.83%
“Random coil” : 74 sind 33.79% 55 sind 25.11%

2.2.4.3 Potentielle Oligomerisierung der coiled-coil-Domdinen
Coiled—coil-Dominen sind bekannt fiir die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen.

Inwieweit die coiled—coil-Doménen innerhalb der Spike-Sequenz eine Homodi- oder
oligomerisierung ermdglichen konnen, ist mit Hilfe des MultiCoil-Programmes testbar
(Wolf et al., 1997; siche Abb. 2.2.4.3). Demnach wéren die coiled—coil-Doméinen von
Spike in der Lage, dessen Selbstassoziation zu vermitteln. Dem Programm nach gilt eine

Trimerisierung als wahrscheinlich.

1,0 B I 1 I I |
= 08 < c¥ « 1
é «— C
E 0,6 < b* 7
£ 04f -
=
s 02r < a* :
0 1 i) ! !
50 100 150 200
Spike-Aminosiduresequenz

Abb. 2.2.4.3: Coiled-coil-Domiinen vermittelte Homomerisierungswahrscheinlichkeit mit
Hilfe des MultiCoil-Programmes (Wolf et al., 1997). Dargestellt ist die Wahrscheinlichkeit, mit
der bestimmte Sequenzbereiche in der Spike-Sequenz eine Di-oder Trimerisierung ermoglichen
(aus http://nightingale.lcs.mit.edu/cgi-bin/multicoil, Wolf et al., 1997). a*-Dimerisierung, b*-
Trimerisierung, c*-Gesamtwahrscheinlichkeit.
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2.2.5 Genomanalyse des humanen Spike-Gens

Nach den enormen Fortschritten des Humanen Genomprojektes in der Durchsequenzierung
des humanen Genoms ist es moglich, mit Hilfe des Genom-BLAST-Programmes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html) die genaue Exon-Intron-
Organisation humaner Gene zu analysieren. Das humane Spike-Gen wurde auf dem kurzen
Arm von Chromosom 9p12 lokalisiert. Die mRNA setzt sich aus 8 Exons zusammen, deren
GroBe zwischen 49 und 113 bp (Exon 1-7) und 701 bp (Exon 8) variiert (siche Abb.
2.2.5.).

CHINN IR THNNITNE NE T

Chromosom 9
(9pl2):

102100 49 92 70 107 113 701
gsip 1737 3 2722 3 5232 1348 n 2583

mRNA: | I |z = v [ v | vz |vzz] - VIII | 1343 bp
| |
—ORF 657 bp

Abb. 2.2.5.1: Schematische Darstellung der Genomorganisation des humanen Spike-Gens. Das
Spike-Gen wurde auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 an der bezeichneten Position (9p12)
lokalisiert. Alle Zahlenangaben sind in bp, die Exons sind in rdmischischen Ziffern angegeben.

Bei einem Vergleich der Exonstrukturen der humanen, D. melanogaster- und C. elegans-
Gene von Spike in Bezug zur Proteinsequenz wird ersichtlich, dal die BH3-Doméne von
Spike als konservierter Block in diesen Spezies nie durch verschiedene kodierende Exons
getrennt war. Aulerdem wird in der Exonstruktur deutlich, dal eine hohere evolutive
Entwicklung mit einer komplexeren Genomorganisation einhergeht (siche Abb. 2.2.5.2).
Wihrend der ORF von Spike in C. elegans noch von drei Exons kodiert wird, sind es in D.

melanogaster bereits fiinf und im Menschen acht Exons.
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Abb. 2.2.5.2: Vergleich der Exonstrukturen der humanen (hs), D. melanogaster (Dro) und C.
elegans (cel)-Gene von Spike in Bezug zur Proteinsequenz. Die Exons sind in romischischen
Ziffern angegeben. (CC-coiled coil, aa-Aminosduren, bp-Basenpaare)

2.2.6  Expressionsstudien von humanem Spike

Sequenzierprojekte fiir Gewebe-spezifische Expressionsanalysen sammeln ihre
Sequenzdaten als cDNA oder EST (expressed sequence tag) in 6ffentlich zugianglichen
Datenbanken. Spezielle UniGene-Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/)
fassen automatisiert ESTs und cDNAs mit Sequenziiberlappungen zusammen, so dal} die
Expressionsanalyse eines gesuchten Klones erleichtert wird. Obwohl mit dieser Methode
keine verldBlichen Aussagen liber die Expressionsmengen mdglich sind, gibt sie jedoch

einen groben Uberblick, in welchen Geweben der entsprechende Klon exprimiert wird.

Wie eine Datenbankanalyse ergibt, wird Spike in einer Vielzahl von Geweben exprimiert.
Spike-ESTs wurden in zahlreichen adulten und fotalen Geweben gefunden, jedoch auch in
einer Reihe von Tumoren. Die Tabelle 2.2.6 gibt einen Uberblick iiber die Herkunft der
bislang etwa 450 Spike-ESTs. Diesen Angaben nach scheint Spike ubiquitdr exprimiert zu
werden, zummindest im adulten Organismus. Den EST-Daten nach gibt es Hinweise, daf3
Spike auch in bestimmten Entwicklungsstadien bzw. in speziellen fotalen Geweben (Auge,

Bauchspeicheldriise) exprimiert wird (siehe Tab. 2.2.6).
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Tab. 2.2.6: Auflistung aller Gewebe, in denen Spike-ESTs detektiert wurden. Dargestellt sind
ESTs aus normalen (inklusive foétalen) Geweben und Tumoren.

Gewebearten
Adrenaldriise Herz; Parathyroid;
Amnion; Hoden; Placenta;
Auge (Retina, Linse); Hypothalamus; Prostata;
Bauchspeicheldriise Keimzellen; Rachenmandeln,
Blut; Knochenmark; Riickenmark;
Brust; Leber; Urogenitaltrakt;
Cervix; Leiomios; ZNS, (multiple sclerosis
Dickdarm; Lunge; lesions);
Eierstock; Lymphe;
fotale Augen,; Magen; Tumore
fotale Bauchspeicheldriise | Melanocyten; Oligodendroglioma;
Gebirmutter Milz; Fibrosarcoma;
Gehirn; Muskel (Skelett-, glatter) Chondrosarcoma
Harnblase; Niere; Pheochromocytoma;
Haut; Ohr, (Cochlea); Uterustumor

Eine Northern-Blot-Analyse wurde durchgefiihrt, um genauere Aussagen iiber die
Expressionsstiarken treffen zu konnen. Auflerdem wird dadurch die Detektion potentieller
Isoformen von Spike ermoglicht. Die radioaktiv markierte Spike-Probe detektierte ein
prominentes Signal in der zu erwartenden Grofe von etwa 1,4 kb, eine deutlich schwichere
Bande erschien bei etwa 1,2 kb, welche in seiner Intensitit mit der prominenten Bande
korrelierte. Spike-mRNA konnte in fast allen getesteten Geweben detektiert werden, mit
Ausnahme von Leukozyten (siche Abb. 2.2.6.1). In den anderen getesteten Geweben
variierte die detektierte Menge sehr stark, mit vergleichsweise hohen Expressionsmengen
in der Niere und Placenta. Nur sehr schwache Signale zeigten Dick- und Diinndarm, sowie

Thymus.
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Abb. 2.2.6.1. Expressionsanalyse von humanem Spike mittels Northern-Blot. Ein multiple
tissue —Northern (Clontech) wurde mit **P-markierter Spikeprobe inkubiert und Spike-mRNA
mittels Autoradiographie detektiert. Als Ladekontrolle diente humanes Aktin (unten).

Zur Herstellung eines polyklonalen Antiserum in Kaninchen wurde murines Spike
rekombinant in E. coli exprimiert und mit Hilfe eines GST-Tags affinititsgereinigt. In
Immunoblot-Analysen konnte nachgewiesen werden, dall das gewonnene Antiserum
spezifisch tranfiziertes wie auch endogenes Spike bei etwa 31 kD erkennt. Das Antiserum
zeigte sogar Kreuzreaktivitit zu transfiziertem C. elegans-Spike (siche Abb. 2.2.6.2 /B).
Bei Immunoblot-Analysen von Rohextrakten verschiedener Zelltypen konnte eine Spike-
Expression in fast allen getesteten Zellinien detektiert werden. Eine Ausnahme waren
NRK-Zellen, dort wurde kein Signal sichtbar. Interessanterweise wurde eine prominente
Bande bei 33 kD (p33) ersichtlich, die in ihrer Intensititsstirke zur 31 kD-Bande in
Abhéngigkeit vom Zelltyp variierte. So ist p33 in BHK-Zellen die prominente Bande, in
CHO-Zellen entsprechen sich p33 und p31 in ihrer Intensitit und in MCF-7 wurde nur p31
sichtbar (sieche Abb. 2.2.6.2 /C).
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Abb. 2.2.6.2: Proteinexpressionsanalyse von endogenem Spike. A, Spike-Affinititsreinigung.
Coomassie-gefarbtes SDS-Gel zweier unabhingiger Affinititsreinigungen (A und B) von
rekombinantem GST-Spike. B, Immuno-Blot-Analyse mit dem Spike-Antiserum. Getestet wurden
untransfizierte (-) und mit Maus- (1) oder C. elegans-Spike (2) transfizierte HeLa- und 293T-Zellen
gegeniiber einer Immunreaktivitit mit dem Spike-Antiserum. Als Kontrolle diente das
Praiimmunserum (Prdimmun), der Film wurde zeitgleich mit dem Antiserum exponiert. C,
Expressionstest verschiedener Zellinien auf endogenes Spike. Aufgetragen wurden jeweils 50 ug
Zellextrakt, die per Immuno-Blot-Analyse mit dem Spike-Antiserum analysiert wurden.

2.2.7  Subzelluliire Lokalisation von Spike

Um die Lokalisation von endogenem Spike zu untersuchen, wurden fiir Inmunfluoreszenz-
Analysen MCF-7-Zellen ausgewéhlt, da sie vergleichsweise hohe Mengen an Spike
exprimieren (siehe Abb. 2.2.6.2 /C). Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen verdeutlichen
keine (oder nur eine teilweise) Uberschneidung in der Lokalisation zwischen Spike mit
einem mitochondrialen Marker (MitoTracker). Dagegen erbrachte eine Fiarbung des
Endoplasmatischen Retikulums mit einem ER-spezifischen Marker eine vollstindige
Ubereinstimmung in der Verteilung, was auf eine Lokalisation endogenen Spikes am ER

hindeutet (siche Abb. 2.2.7.1).
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Mito merge

Abb. 2.2.7.1: Bestimmung der subzelluliren Lokalisation mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie. Dargestellt sind MCF-7-Zellen als Phasenkontrastaufnahme (Ph, links), welche mit
dem Spike-Antiserum (Spike, griin) und jeweils einem Zellkompartment-spezifischen
Lokalisationsmarker getestetet wurden: oben Mitochondrien (Mito), unten Endoplasmatisches
Retikulum (ER). Zur Detektion von endogenem Spike wurde ein mit AlexaGreen
fluoreszenzmarkierter Sekundérantikorper verwendet. Der ER-Tracker wurde nachtriaglich mit Hilfe
des IP-Lab-Programmes rot eingefirbt. Rechts ist jeweils eine Uberlagerung der
Fluoreszenzautnahmen dargestellt (merge). Der Balken entspricht 50um.

Zusétzlich wurde eine Zellfraktionierung von HeLa-Zellen zur Bestimmung der
subzelluldren Lokalisation durchgefiihrt. Wie aus Abb. 2.2.7.2 ersichtlich, wird endogenes
Spike ausschlieBlich in der 100.000g-Fraktion detektiert, welche charakteristisch fiir ER-

und ER-assoziierte Proteine ist.

o oF Abb. 2.2.7.2: Lokalisationsbestimmung
NN QQQ Q von endogenem Spike mittels

N R RSN ..
kD S99 %\ Zellfraktionierung. HeLa-Zellen wurden
wie unter Kap. 6.5.3 beschrieben in 1.000g-,
35— 10.000g- und 100.000g-Pelletfraktionen
30 — a Spike aufgetrennt und jeweils gleiche
25— Proteinkonzentrationen zusammen mit dem

100.000g-Uberstand (S100) mittels
Immunoblot mit dem Spike-Antiserum
~ — = | Ponceau S analysiert. Als Ladekontrolle wurde der
' Immunoblot mit Ponceau S gefirbt (unten).
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2.2.8

Interessanterweise sind auch die Mitochondrien in die durch Spike-induzierten

Spike aktiviert mitochondriale apoptotische Ereignisse

Apoptosewege involviert. Es kommt zu einer Verringerung des mitochondrialen

Membranpotentials und zum Austritt von Cytochrome ¢ (Abb. 2.2.8.1).
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Abb. 2.2.8.1: Mitochondriale Ereignisse bei Spike-induzierter Apoptose. A, Die Mitochondrien
von Spike-tranfizierten Hela-Zellen zeigen ein reduziertes Membranpotential. HeLa-Zellen wurden
mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Die Auswertung erfolgte mittels DiOCs mit
anschliefender Quantifizierung per FACS-Analyse. Als Kontrolle wurde B-Galactosidase (B-Gal)
verwendet. Die Daten sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus drei Experimenten. B, Spike-
Expression fiihrt zum Austritt von Cytochrome c. Cytoplasmaextrakte transfizierter HeLa-Zellen
(Luciferase als Kontrolle) wurden auf Cytochrome c-Gehalt durch Immunoblot-Analyse mit einem
Cytochrome c-Antikorper getestet. Diese Abbildungen sind in Zusammenarbeit mit Nicole
Schonfeld (A) und Manuel Bauer (B) entstanden.

2.2.9  “Mapping” des proapoptotischen Signals in der Spike-
Sequenz

Um abschédtzen zu konnen, welche Sequenzbereiche innerhalb der Spike-Sequenz
notwendig und hinreichend fiir dessen proapoptotische Funktion sind und welche Rolle
dabei die dem BH3-Motiv entsprechende Sequenz spielt, wurden Deletionsmutanten vom
N- und C-terminalen Ende hergestellt. Beim Test dieser Deletionsmutanten auf deren
Apoptose-induzierenden Eigenschaften konnte beobachtet werden, da3 die Deletion des C-
Terminus (AC181) zu einer leichten Verstarkung der Apoptose fiihrt. Eine weitere Deletion

der Sequenz, die dem BH3-Motiv entsprechicht (AC154), resultiert dagegen in einer
drastischen Reduktion der proapoptotischen Aktivitét (siche Abb. 2.2.9.1).
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Abb. 2.2.9.1: Mapping des proapoptotischen Signals in der Spike-Sequenz. Links, schematische
Darstellung der Spike-Deletionsmutanten und deren proapoptotische Aktivitit in HeLa-Zellen. Die
quantitative Auswertung erfolgte durch FACS-Analyse 40 h nach der Transfektion. (CC-coiled
coil). Rechts, der Expressionsnachweis der einzelnen Konstrukte erfolgte mittels Immunoblot-
Analyse mit einem Anti-HA Antikorper; alle Konstrukte sind C-terminal HA-getagt.

Eine zusidtzliche Deletion der zweiten coiled coil-Domine (CC2) verringerte die
Apoptoseinduktion auf Hintergrundniveau. Interessanterweise hatte eine Deletion der N-
terminalen 19 Aminosdurereste (AN19) den gleichen Effekt. Alle weiteren
Deletionskonstrukte schwankten in ihrer proapoptotischen Aktivitit um das
Hintergrundniveau (siehe Abb. 2.2.9.1). Sowohl der N-Terminus (AC93) als auch der C-
terminale Teil inklusive des BH3-Motivs (AN92) sind allein nicht in der Lage, Zelltod zu
induzieren. Es zeigte sich also, dal das BH3-Motiv in der Spike-Sequenz neben den N-
terminalen 19 Aminosdureresten fiir eine effiziente Apoptoseinduktion durch Spike
notwendig ist. Um die Bedeutung dieses BH3-Motivs genauer zu analysieren, wurden
Punktmutanten von kritischen und in Bezug auf andere Bcl-2-Familienmitglieder
konservierten Aminosiurereste hergestellt. Wie in Abb. 2.2.9.2 ersichtlich, resultiert jede

Mutation zu einem ungeladenen Aminosdurerest in einer Reduktion der Apoptose. Ein
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Austausch von Leucin-170 zu dem geladenen Arginin zeigte dagegen offensichtlich keinen
Effekt, ebenso wie die Mutation der Leucine-174/5 zu Argininen nur unwesentlich die

proapoptotische Aktivitit beeinflufit (Abb. 2.2.9.2).

A Spike BH3- % Apoptotische Zellen
Domine 10 20 30 40 50

Kontrolle il
WT LGDELL
[L170A AGDELL
L170E EGDELL
G171R  LRDELL
DI172N LGNELL
[L174A  LGDEAL
LL174/5RR T.GDERR

Abb. 2.2.9.2: Einflul von Punktmutationen in der BH3-Sequenz auf die proapoptotische
Aktivitit von Spike. A, Darstellung der Spike-Punktmutanten und deren proapoptotische Aktivitit
in HeLa-Zellen. Die quantitative Auswertung erfolgte durch FACS-Analyse 48 h nach der
Transfektion. B, Der Expressionsnachweis der einzelnen, ungetagten Konstrukte erfolgte mittels
Immunoblot-Analyse mit dem Spike-Antiserum.

2.2.10 Spike interagiert nicht mit Bcl-2, Bcl-X; oder Bax

Die BH3-Doméne ist charakteristisch fiir Mitglieder der Bel-2-Familie. Entscheidend fiir
deren pro- bzw. antiapoptotische Wirkungsweise ist die Eigenschaft, funktionell zu
interagieren. Die verschiedenen Familienmitglieder bilden Homo- und Heterodimere, die je
nach Zusammensetzung pro- oder antiapoptotisch wirken. Nach dem aktuellen Modell
beeinflussen bestimmte proapoptotische Signale die Verfligbarkeit und Aktivitdt der
einzelnen Familienmitglieder und damit die Zusammensetzung der Dimere (siche Kap.
1.6.1). Aufgrund der Bedeutung der BH3-Domine von Spike fiir dessen proapoptotische
Aktivitdit wurde getest, ob Spike mit anderen Mitgliedern der Bcl-2-Familie

heterodimerisieren kann. Uberraschenderweise konnte keine Interaktion von Spike mit Bcl-
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2, Bcl-Xp oder Bax weder liber Two-Hybrid in Hefe (nicht gezeigt) noch in
Immunprizipitationsexperimenten nachgewiesen werden (siche Abb. 2.2.10). In parallelen
Kontrollexperimenten wurden dagegen Interaktionen von Bcl-2, Bcl-Xi und Bax

miteinander demonstriert.

Bel Xy FIA sk kb b s oo o e
Bel-2-HA - - - - ++ + + - -
Bax-HA - - + + - - + + + +
SpikeeHA - - - - + + - - + +
Spike-myc - - - - - -

Input-Blot: h-. ssigpornd

o Bax ULy i 1hd
IP giel2ie e B e e
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«— Bcl-X
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Abb. 2.2.10: Test einer Spike-Interaktion mit Bcl-2, Bcl-X;, und Bax durch Ko-
Immunprézipitation. Die jeweiligen Konstrukte wurden wie oben gekennzeichnet in 293T-Zellen
transfiziert und mit den angegebenen Antikorpern (Mitte) immunpréazipitiert. Der Nachweis erfolgte
jeweils iiber Immunoblot-Analyse. Als Negativ-Kontrolle diente in den meisten Féllen der Anti-
myc-Antikorper.

2.2.11 Spike homomerisiert unabhdngig von der BH3-Domdine

Viele Bcl-2-Mitglieder sind zur Selbst-Assoziation in der Lage (Kelekar und Thompson,
1998). Diese Aktivitdt wurde auch bei den BH3-only-Proteinen Bid (2002) und Bnip3 (Ray
et al., 2000) gefunden. Zusétzlich zu den bisher identifizierten BH3-only-Proteinen ist
Spike in der Lage, Homomere zu bilden. In Immunpréizipitationen mit unterschiedlich
getagten Spike-Konstrukten konnte gezeigt werden, dall Spike mit sich selbst interagiert
(siche Abb. 2.2.11). Dabei ist diese Interaktion offensichtlich unabhéngig von der BH3-
Doméne, da die Deletionsmutante AC154 ohne BH3-Doméne dennoch mit WT-Spike
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immunprézipitiert werden kann. Dagegen scheinen beide coiled-coil-Dominen bei der
Homomerbildung von Spike eine Rolle zu spielen, da bereits das Fehlen einer der zwei
coiled-coil-Doménen in AN92 bzw. AC93 eine Co-Immunprizipitation mit WT-Spike
verhindert (siche Abb. 2.2.11).

Spike-myc + - - + - i
AC18l-myc - + - - + - - + -
AC 154-myec - - + - - + - - +
Spike-HA + + + - - - - .
AC93-HA - - - + + + - - -
ANOZHA - - - = - - + + +
-
Input: @ myc T ‘- .‘-
- - -
Input: o HA —ee e e g
P e
IP: G myc
S <— Spike
IP-Blot: aa TTA | <« AN 9?2
<«—AC 93

Abb. 2.2.11: Co-Immunprizipitation verschiedener Spike-Konstrukte. Mit myc und HA
getagte Spike-Konstrukte wurden wie angegeben in 293T-Zellen transfiziert und mit einem Anti-
myc Antikdrper immunprézipitiert. Der Nachweis erfolgte iiber Immunoblot-Analysen mit den
angegebenen Antikdrpern.

2.2.12 Spike interagiert mit Bap31 am ER

Die Lokalisation von Spike am ER und die Hinweise eines Apoptose-regulatorischen,
durch anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie kontrollierten Komplexes von Bap31
am ER, veranlafiten einen Test, ob Spike in die Regulation dieses Komplexes eingreift. In
Immunfluoreszenz-Experimenten mit stabil Bap31-myc exprimierenden MCF-7-Zellen
wird eine teilweise Colokalisation zwischen endogenem Spike und Bap31 deutlich (sieche

Abb. 2.2.12.2).
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Abb. 2.2.12.1: Test auf Colokalisation von Spike und Bap31 mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie. Dargestellt sind MCF-7-Zellen mit stabil integriertem myc getagtem Bap31 als
Phasenkontrastaufnahme (Ph, links), welche mit dem Spike-Antiserum (Spike, griin) und einem
Anti-myc Antikdrper (rot) getestet wurden. Zur Detektion wurden mit AlexaGreen (Spike) und
Rhodamine (Bap31) fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper verwendet. Rechts ist jeweils eine
Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen dargestellt (merge). Als Kontrolle (unten) wurde kein
Primérantikorper verwendet. Der Balken entspricht 50 pm.

Interessanterweise konnte eine Assoziation von Spike mit Bap31 in Immunprézipitationen
nachgewiesen werden (siche Abb. 2.2.12.1). Dabei war es moglich einerseits mit Spike

Bap31 zu prézipitieren und umgekehrt konnte mit Bap31 auch Spike coprizipitiert werden.

Spike-HA - - - - it
Bel-X;-HA - - + + -+ +
Bap3I-HA + + - - - - -
Spike-myc - + -+ -
Bap3l-myc - - - - + + +

Input-Blot: c HA GREp™ "=  ~ ewi

IP. e i
. —_ «_ Spik
IP-Blot: aHA = - =%nix
Bapi1
[P-Kontrollblot: ey '_. -.-«. L

a myc

Abb. 2.2.12.2: Test einer Spike-Interaktion mit Bap31 durch Co-Immunprizipitation. Die
jeweiligen Konstrukte wurden wie oben gekennzeichnet in 293T-Zellen transfiziert und mit den
angegebenen Antikorpern (Mitte) immunprizipitiert. Der Nachweis erfolgte jeweils iiber
Immunoblot-Analyse. Als Negativ-Kontrolle diente in den meisten Féllen der Anti-Aktin-
Antikorper.

63



Ergebnisse

2.2.13 Apoptose-induzierende Spike-Deletionsmutanten
interagieren mit Bap31 in Abhdngigkeit vom N-Terminus
und unabhdingig von der BH3-Domdine

Um zu untersuchen, welche Sequenzbereiche von Spike fiir eine Assoziation mit Bap31
verantwortlich sind, wurden Immunprizipitationen mit verschiedenen Deletionsmutanten
von Spike durchgefiihrt. Dabei interagieren neben WT-Spike auch AC181 und AC154 mit
Bap31, nicht jedoch die N-terminal um 19 Aminosédurereste verkiirzte Variante AN19

(siche Abb. 2.2.13).

WT-Spike-HA + - - -
ACI81-HA - + - -
AC154-HA - - + -
AN19HA - - - + AN19-YFP AC181-YFP
BAP3l-my¢c + + + +
B —
| st
Input. o HA — - YEFP
e
IP . myc
. e, . tWT-Spike
AN DA
[P-Blot: o HA . <— ACISI
. «<— AC154
[P-Kontrollblot W
o myc ;

Abb. 2.2.13: Test verschiedener Spike-Deletionsmutanten auf Assoziation mit Bap31 durch
Co-Immunprizipitation und subzellulire Lokalisation. Links, Die jeweiligen Konstrukte
wurden wie oben gekennzeichnet in 293T-Zellen transfiziert und mit einem Anti-myc Antikorper
immunprézipitiert. Der Nachweis erfolgte iiber Immunoblot-Analysen. Rechts, Die C-terminal mit
YFP fusionierten Konstrukte wurden wie angegeben in HeLa-Zellen transfiziert. 18 h nach der
Transfektion wurden die Zellen fixiert und mit DAPI gefarbt.

Obwohl AC154 im Vergleich zu WT-Spike und AC181 deutlich schwécher Apoptose
induziert (siche Abb. 2.2.9.1), ist eine Korrelation zwischen einer Interaktion mit Bap31
und der Zelltodaktivitdt der Spike-Deletionsmutanten erkennbar. Im Gegensatz zu den
anderen hier getesteten Konstrukten induziert AN19 keine Apoptose und ist nicht mit
Bap31 assoziiert. Diese Ergebnisse werden auch durch die subzelluldre Lokalisation der
Konstrukte unterstiitzt. So ist die Deletionsmutante AN19 als YFP-Fusionsprotein

gleichméBig in der Zelle verteilt, wohingegen beispielsweise AC181-YFP mit intaktem N-
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Terminus eine punktierte perinukledre Verteilung zeigt (siche Abb. 2.2.13/rechts).
Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, daB3 eine Interaktion am ER mit Bap31 eine

Voraussetzung fiir Spike-vermittelten Zelltod ist.

2.2.14 Spike induziert die caspase-abhdiingige Prozessierung von
Bap31

Der C-terminale cytoplasmatische Teil von Bap31 enthélt eine coiled-coil-Doméne mit
Sequenzhomologien zu den death effector-Doménen von Procaspase-8 und —10 (siehe Kap.
1.4.1 und Abb. 1.3.1). Es konnte gezeigt werden, dafl Bap31 nach Apoptosestimulation eine
ER-spezifische Isoform von Caspase-8 (Procaspase-8L) bindet (Breckenridge et al., 2002).
Procaspase-8L. wird durch einen Mechanismus prozessiert, der durch Bcl-2 inhibierbar und
abhéngig von Bap31 ist. Dabei ist Bap31 selbst ein Caspase-8-Substrat. Es enthilt zwei
identische Caspaseschnittstellen im C-terminalen cytoplasmatischen Teil (sieche Abb.
2.2.14). Ein nach Prozessierung durch Caspase-8 entstehendes 20 kD Fragment von Bap31
besitzt pro-apoptotische Eigenschaften und tridgt somit vermutlich zur Amplifikation des

Apoptosesignals bei (Ng et al., 1997; Nguyen et al., 2000).

Um die Relevanz der Spike-Interaktion mit Bap31 beziiglich des Spike-vermittelten
Zelltods genauer zu untersuchen, wurde getestet, ob Bap31 bei Spike-Expression
proteolytisch prozessiert wird. Da die Caspaseschnittstellen in Bap31 im C-terminalen Teil
lokalisiert sind, wurde zum Nachweis des Abbauproduktes ein Bap31-YFP-
Fusionskonstrukt verwendet, wie in Abb. 2.2.14/A ersichtlich. Zu einem Zeitpunkt, bei dem
unter den experimentellen Bedingungen durch Spike noch keine signifikante
Apoptoseinduktion beziiglich DNA-Degradation nachweisbar war, konnte jedoch bereits
eine deutliche Prozessierung von Bap31 nachgewiesen werden (siche Abb. 2.2.14/B).
Indirekt wurde damit auch die Aktivierung von Bap31-spezifischen Caspasen
nachgewiesen, nach dem derzeitigen Wissen vermutlich Caspase-8L. (Breckenridge et al.,
2002). Als Kontrolle diente das (soweit bekannt) Mitochondrien-spezifische Bax, welches
trotz signifikater Apoptoseinduktion kaum zur Prozessierung von Bap31 fiihrt. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, da3 die Caspase-vermittelte Prozessierung von Bap31 ein
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kinetisch frithes Ereignis bei der Spike-induzierten Apoptose darstellt. Dies unterstreicht

die Relevanz der Interaktion von Spike mit Bap31 fiir den Spike-vermittelten Zelltod.
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Abb. 2.2.14: Spike induziert die caspase-abhiingige Prozessierung von Bap31l. (A),
Schematische Darstellung des verwendeten Bap31-YFP-Konstruktes und Lage der
Caspaseschnittstellen in der Bap31-Sequenz. (B), Die jeweiligen Konstrukte (1ug) wurden wie
oben gekennzeichnet in HeLa-Zellen (10cm Gewebekulturschalen) mit Bap31-YFP (100ng)
kotransfiziert und mittels Immunoblot mit einem GFP-Antikérper (Santa Cruz) analysiert. Als
Ladekontrolle diente ein o@ Aktin-Immunoblot. Als GroBenmarker diente YFP. (C), Die quantitative
Auswertung des Anteils apoptotischer Zellen dieses Versuches erfolgte durch FACS-Analyse 18 h
nach der Transfektion. Die quantitativen Angaben sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus
drei Messungen.

2.2.15 Spike verhindert die Komplexbildung zwischen Bcl-X;
und Bap31

Neben Spike interagieren wie bereits erwdhnt die anti-apoptotischen Bcl-2 und Bel-Xp mit
Bap31. Dabei war es interessant herauszufinden, ob Spike in einem von Bcl-2 oder Bel-Xp,

inhibierten Komplex mit Bap31 zu finden ist oder unabhingig mit Bap31 interagiert. Wie
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in Abb. 2.2.15.1 ersichtlich, konnten mit Bap31 sowohl Spike als auch Bcl-X gleichzeitig
préazipitiert werden, wobei jedoch die Menge an prazipitiertem Bcl-X1 im Vergleich zur IP
ohne Spike drastisch verringert war. Um diesen Sachverhalt genauer zu untersuchen,
wurden steigende Mengen der mit Bap31 interagierenden Spike-Konstrukte (WT, AC181
und AC154) zusammen mit einer konstanten Menge an Becl-Xp fiir
Immunprézipitationsexperimente transfiziert. Abb. 2.2.15.1 verdeutlicht, daf} die
Assoziation von Bel-Xp, mit Bap31 signifikant reduziert wird, wenn bei gleichbleibender
Bcl-X1 -Expression steigende Mengen der getesteten Spike-Konstrukte transfiziert werden.

Gleichzeitig nimmt die Interaktion zwischen den Spike-Konstrukten und Bap31 zu.

Bel-Xj-HA + + + 4+ + + + + + + + +
Spiké-HA - - ——— - - - - - - - -
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Abb. 2.2.15.1: Spike verhindert die Komplexbildung zwischen Bcl-X; und Bap31. Die
jeweiligen Konstrukte wurden wie oben gekennzeichnet in 293T-Zellen transfiziert und mit den
angegebenen Antikorpern (Mitte) immunprézipitiert. Die steigenden Mengen transfizierter Spike-
Konstrukte (3 bzw. 10 ug) wurden jeweils durch geringere Mengen transfizierter Luciferase (10
bzw. 7 ug) ausgeglichen. Der Nachweis erfolgte jeweils iiber Immunoblot-Analyse. Als Negativ-
Kontrolle diente der Anti-Actin-Antikorper. (pLuc-Luciferase-Plasmid)

Die Tatsache, dal Spike die Komplexbildung zwischen Bcl-Xi und Bap31 verhindert,
erdffnet eine mechanistische Erklirungsmoglichkeit, wie Spike bei Uberexpression
Apoptose induzieren kann. So kénnte durch Uberexpression aktiviertes Spike Bel-Xp von
Bap31 verdriangen und mit Bap31 einen pro-apoptotischen Komplex formen. Demnach

miilte Bcl-Xp ein potenter Inhibitor fiir Spike-induzierte Apoptose sein. Bei einer
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Kotransfektion mit Spike kann Bel-X1, wie erwartet den Spike-induzierten Zelltod komplett
inhibieren (siehe Abb. 2.2.15.2).
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Abb. 1.2.15.2: Inhibition Spike-vermittelter Apoptose durch Bcl-X;, jedoch nicht mit caspase-
resistentem Bap31. Links, /nhibition Spike-vermittelter Apoptose durch Bcl-X; Rechts, Keine
Inhibition von Spike-induziertem Zelltod mit Bap31 oder caspase-resistentem Bap31. HelLa-Zellen
wurden mit Luciferase (Kontrolle), sowie Spike mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Die
quantitative Auswertung des Anteils apoptotischer Zellen erfolgte durch FACS-Analyse 36 h (links)
bzw. 24 h (rechts) nach der Transfektion. Die quantitativen Angaben sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung aus mindestens drei Experimenten. (Luc-Luciferase, cr-caspase-resistent)

Wie bereits erwidhnt enthdlt Bap31 als Caspase-8-Substrat zwei identische
Caspaseschnittstellen im C-terminalen cytoplasmatischen Teil. Es wurde gezeigt, da3 eine
caspase-resistente Bap31-Mutante (cr-Bap31), die stabil in KB-Zellen exprimiert wird,
zwar nur einen geringen Einflul auf die Fas-induzierte Caspase-Aktivierung und Spaltung
von Caspasesubstraten hatte, jedoch inhibierte sie den Cytochrome c-Austritt, die
Mitochondriendepolarisation, sowie die Reorganisation des Zytoskeletts und verhindete
somit die Bildung sogenannter apoptotischer Korperchen (sieche Kap. 1.8.4, Nguyen et al.,
2000). Wie in Abb. 2.2.15.2 dargestellt, kann eine solche caspase-resistente Bap31-Mutante
unter den angewendeten Bedingungen jedoch nicht die von Spike induzierte Apoptose
inhibieren. Der durch Spike initiierte Zelltod scheint demnach unabhéngig von Caspase-
prozessierten Bap31-Fragmenten zu sein und wird vermutlich unter anderem von Spike-

aktivierter Caspase-8L vermittelt (siche Abb. 2.2.14).
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2.2.16 Spike ist an der Fas-induzierten Apoptose beteiligt

2.2.16.1 Die Deltionsmutante AN19 inhibiert effizient Spike-vermittelten Zelltod
Um die Wirkungsweise von Spike und dessen Beteiligung an bekannten Apoptosewegen

untersuchen zu konnen, war es notwendig, spezifisch endogenes Spike zu inhibieren oder
dessen Expression zu reprimieren. Eine Moglichkeit dafiir ist die Transfektion einer
dominant-negativen Form. Da Spike mit sich selbst interagiert und Homomere bildet, lag es
Nabhe, die zur Verfiigung stehenden nicht-apoptotischen Spike-Deletionskonstrukte bei der
Suche nach einer dominant-negativen Variante einzusetzen. Dabei wurde zunichst
versucht, die von Spike selbst induzierte Apoptose mit einem der Konstrukte zu
reprimieren. Uberraschenderweise erwies sich die N-terminal um 19 Aminosiurereste
verkiirzte Variante AN19 (Abb. 2.2.13) als effizienter Inhibitor Spike-vermittelten Zelltods
(siche Abb. 2.2.16.1/links). Die Mutante AN92 zeigte ebenfalls einen (wenn auch

geringeren) inhibitorischen Effekt, AC93 war dagegen wirkungslos.

Hel.a Spike-HA + + + - - -
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Abb. 2.2.16.1: Inhibition Spike-vermittelter Apoptose durch AN19. Links, HeLa-Zellen wurden
mit Luciferase (Kontrolle), sowie Spike mit einem dreifachen UberschuB der angegebenen
Konstrukte transfiziert. Die quantitative Auswertung des Anteils apoptotischer Zellen erfolgte durch
FACS-Analyse 24 h nach der Transfektion. Die quantitativen Angaben sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung aus mindestens drei Experimenten. (Luc-Luciferase) Rechts, Interaktionstest
von AN19 mit WT-Spike, AC181 und AC154 mittels Ko-Immunprizipitation. Die jeweiligen
Konstrukte wurden wie oben gekennzeichnet in 293T-Zellen transfiziert und mit den angegebenen
Antikorpern (Mitte) immunpréazipitiert.. Der Nachweis erfolgte jeweils {iber Immunoblot-Analyse.
Als Negativ-Kontrolle diente der Anti-Aktin-Antikorper.
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Eine mogliche Erklarung fiir die dominant-negative Eigenschaft von AN19, obwohl diese
Mutante nicht mit Bap31 am ER assoziiert ist, konnte die Tatsache liefern, dal AN19
dennoch mit allen Apoptose-induzierenden Spike-Konstrukten (WT, AC181 und AC154)
di- oder oligomerisieren kann, wie in Immunprézipitationen (Abb. 2.2.16.2/ rechts)

nachgewiesen wurde.

2.2.16.2 Repression der Spike-Expression mit Hilfe eines Antisense-Oligonukleotids
Die Analyse einer Beteiligung von Spike an spezifischen Apoptosewegen wurde ebenfalls

durch die Identifizierung eines Antisense-Oligonukleotids mdglich, welches effektiv die
Spike-Expression reprimiert. Nur eines von vier getesteten Antisense-Oligonukleotide war

wirksam (siehe Abb. 2.2.16.2).
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Abb. 2.2.16.2: Test verschiedener Antisense-Oligonukleotide auf Repression endogener Spike-
Expression. Die angegebenen Antisense-Oligonukleotide wurden mit der Calziumphosphat-
Préazipitationsmethode in HeLa-Zellen transfiziert und 24 h nach der Transfektion mittels
Immunoblot mit dem Spike-Antiserum analysiert (oben). Als Ladekontrolle wurde der gleiche Blot
mit einem Aktin-AntikOrper getestet (unten).

2.2.16.3 Loss-of-function von Spike reduziert Fas-induzierte Apoptose
Wie bereits erwidhnt (Kap. 1.8.4) ist der Bap31-Komplex auch an der Apoptoseinduktion

durch den Fas-Rezeptor beteiligt, zumindest in einigen Zelltypen (Typ II), die eine
Beteiligung von Mitochondrien bendtigen. Mit Hilfe der dominant-negativen Spike-
Mutante AN19 und des Antisense-Oligonukleotids #2 war es moglich, eine Beteiligung von
Spike an bekannten Apoptosewegen zu analysieren. Hierzu wurden HeLa-Zellen

verwendet, welche sich aus anderen Versuchen im Labor als Typ II-Zellen herausstellten.
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Bei der Transfektion von HeLa-Zellen mit AN19 konnte festgestellt werden, daB AN19 im

Gegensatz zum allgemeinen Apoptoseinhibitor Bel-Xp und einer dominant-negativen (dn)

Form von FADD, bei der die DED deletiert ist (Grimm et al., 1996), spezifisch die Fas-,
nicht jedoch die TNFa-induzierte Apoptose reduziert (siche Abb. 2.2.16.3).
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Abb. 2.2.16.3: Spike-AN19 reduziert Fas-induzierte Apoptose. HeLa-Zellen wurden mit den
angegebenen Konstrukten transfiziert und nach Stimulation mit Fas (100 ng/ml, IFNy 100 U/ml, 8
h) oder TNFa (50 ng/ml, Act.D 0,2 pwg/ml, 24h) unter den in der Abbildung ersichtlichen
Bedingungen wurde der Anteil apoptotischer Zellen iiber FACS-Analyse quantifiziert. Die
quantitativen Angaben sind Mittelwerte +/- Standardabweichung aus mindestens drei
Experimenten.

Eine Sperzifitit von Spike fiir den Fas-Rezeptorweg konnte auch mit dem Antisense-
Oligonukleotid #2 demonstriert werden. HeLa-Zellen wurden mit dem Antisense-
Oligonukleotid #2 bzw. einem mit fiinf Basenaustauschen versehenen
Kontrolloligonukleotid transfiziert und anschlieend mit einem Fas-Antikorper, TNFo
bzw. Anisomycin stimuliert. Die quantitative Auswertung des Anteils apoptotischer Zellen
mittels FACS-Analyse ergab eine Reduktion Fas-induzierter Apoptose bei gleichzeitiger
Kontrolle auf Spike-Repression durch einen Immunoblot (siche Abb. 2.2.16.4). Dagegen
konnte keine (Anisomycin) bzw. nur eine sehr geringe (TNFo) Reduktion anderer
Apoptosesignale nach einer Repression der Spike-Expression beobachtet werden. Diese
Ergebnisse deuten auf eine spezifische Beteiligung von Spike an Fas-vermittelten

Zelltodwegen hin.
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Abb. 2.2.16.4: Spike-Antisense-Oligonukleotid #2 reduziert Fas-induzierte Apoptose. Links,
Spezifische Reduktion Fas-induzierter Apoptose. HelLa-Zellen wurden mit dem Antisense-
Oligonukleotid #2 und einem Kontrolloligonukleotid, welches 5 Basenaustausche zum
Referenzoligonukleotid enthélt, transfiziert und nach Stimulation mit Fas (100ng/ml,) / IFNy (75
U/ml), TNFo (50ng/ml) / Act.D (0,25ug/ml) oder Anisomycin (0,75 \g/ml) wurde der Anteil
apoptotischer Zellen 20 h nach der Transfektion und 4 h nach dem Mediumwechsel iiber FACS-
Analyse quantifiziert. Die quantitativen Angaben sind Mittelwerte +/- Standardabweichung minus
Hintergrund aus drei Experimenten. Rechts, Kontrolle auf Repression der Spike-Expression. Die
mit dem Antisense-Oligonukleotid #2 und dem Kontrolloligonukleotid transfizierten HeLa-Zellen
aus dem links dargestellten Experiment wurden mittels Immunoblot mit dem Spike-Antiserum
analysiert. Als Ladekontrolle wurde der gleiche Blot mit einem Tim 23-Antikdrper getestet.

2.2.17 Verringerte Spike-Expression in spezifischen Tumoren

Zahlreiche Hinweise deuten verstirkt darauf hin, dafl bei der Tumorgenese die Vermehrung
eines transformierten Klones nicht nur durch dessen erhohte Proliferationsrate erreicht
wird, sondern daf} zusitzlich eine Resistenz in der Apoptoseinduktion fiir die meisten, wenn
nicht sogar aller Tumore entscheidend ist (Strasser et al., 1997; Jaitteld et al., 1999;
Hanahan und Weinberg, 2000). Aus diesem Grund wurde ein Northern-Blot mit einer
Gegeniiberstellung von RNA aus normalem zu Tumorgewebe von einer Vielzahl von

Patienten auf Spike-Expression getestet (siche Abb. 2.2.17.1).
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Abb. 2.2.17.1: Spike-Expression in einer Gegeniiberstellung von Normal- (links, N) zu
Tumorgewebe (rechts, T). Der Northern-Blot (Clontech) wurde mit **P-markierter Spike-Probe
inkubiert und Spike-mRNA mittels Autoradiographie detektiert. Mit einem Quadrat umrandete
Signale stammen aus einem Patienten, wobei die untere Probe jeweils aus Metastasengewebe
isoliert wurde. Rechts sind Proben verschiedener Tumorzellinien aufgetragen. (1, HeLa; 2, Daudi-
Burkitt's Lymphom; 3, K562-Chronische myelogendse Leukdmie; 4, HL60-Promyelocytische
Leukdmie; 5, G361-Melanom; 6, A549-Lungencarcinom; 7, MOLT-4-Lymphoblastische Leukémie;
8, SW480-Colorectales Adenocarcinom; 9, Raji-Burkitt's Lymphom)

Interessanterweise variiert die Menge an Spike auch innerhalb eines Gewebes sehr stark.
Deutlich wird auch, daf3 es in vielen Fillen Unterschiede zwischen den Proben von Normal-
und Tumorgewebe der einzelnen Patienten gibt, sowohl mit stirkeren Spike-Signalen im
Normalgewebe, wie auch umgekehrt. Um die Signalstirken genauer analysieren zu kdnnen,
wurde die Membran auf einem Phospholmiger (Fuji BAS-2500, Fujifilm) exponiert und die
Signale mit Hilfe der Image Gauge V 3.01-Software densitometrisch quantifiziert. Zur
besseren Veranschaulichung wurde vom Verhéltnis der Signalstirken Tumor-

/Normalgewebe jedes Patienten der natiirliche Logarithmus gebildet und fiir die einzelnen

Gewebearten ausgewertet.
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Abb. 2.2.17.2: Densitometrische Auswertung und graphische Darstellung des Spike-Signals
aus dem Normal/Tumor-Northern. Aufgetragen ist die Haufigkeit der Signalstarkeverhiltnisse
zwischen Tumor- und Normalgewebe. Dieser Quotient ist als natiirlicher Logarithmus dargestellt,
wobei negative Werte ein Verhiltnis kleiner als 1 verdeutlichen, also eine Abnahme des Spike-
Signals in Tumoren. Als signifikant wurde ein densitometrischer Unterschied von mindestens 1,5-
fach eingestuft, der in der Abbildung grau unterlegt und mit dem jeweiligen prozentualen Anteil
angegeben wurde.

Die graphische Darstellung in Abb. 2.2.17.2 verdeutlicht, dal in vier der statistisch
ausgewerteten acht Gewebe das Spike-Signal signifikant in Tumoren abnimmt. Als
statistisch signifikant wurde ein densitometrischer Unterschied von mindestens 1,5-fach
angesehen. Neben einer deutlichen Abnahme des Spike-Signals in Nierentumoren, kann
dieses Phanomen auch in Brust-, Dickdarm- und Lungentumoren beobachtet werden. Keine
statistischen Verdanderungen des Spike-Transkriptes zwischen Normal- und Tumorgewebe
wurden in Proben aus Gebarmutter, Magen, Eierstock oder Mastdarm gefunden (sieche Abb.

2.2.17.2).
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3 Diskussion

3.1 Expressionsscreen nach dominant Apoptose-
induzierenden Genen

Nach der Durchsequenzierung des humanen Genoms im Rahmen des humanen
Genomprojektes, liegen enorme Sequenzinformationen vor, beziiglich kodierender und
nicht-kodierender Bereiche. Von den etwa 34.000 identifizierten Genen sind bisher
vergleichsweise nur wenige funktionell genauer charakterisiert (Venter et al., 2001).
Demnach stellt es eine enorme Herausforderung fiir die heutige biologische Forschung dar,
der wachsenden Sequenzinformation entsprechende Protein- und letztendlich

Funktionsinformationen zuzuordnen.

Eine Moglichkeit zur Funktionsanalyse besteht in der sogenannten Expressionsklonierung.
Hierfiir existieren zwei klassische Ansédtze (Simonsen und Lodish, 1994). Die erste
Moglichkeit besteht in der Transfektion eines Klonpooles, also einer unselektionierten
Ansammlung von cDNAs, wobei transfizierte Zellen beziiglich einer bestimmten Funktion
hin selektioniert und physikalisch von der Gesamtpopulation getrennt werden. Nach
mehreren Selektions- und Isolationsrunden der Zellen werden die verantworlichen Gene
angereichert und konnen schlieBlich als Einzelklone genauer untersucht werden. Eine
zweite Moglichkeit (sib selection) beinhaltet eine zunehmende Aliquotierung einer cDNA
Bibliothek, wobei eine transfizierte Zellpopulation auf die Auspriagung einer bestimmten
Funktion hin untersucht wird. Die Aliquotierung mit anschlieBender Reisolation der
Plasmid-DNA erfolgt solange, bis das fiir diese Funktion verantwortliche Gen angereichert

ist und als Einzelklon vorliegt.

Bei beiden Ansdtzen zur Expressionsklonierung wird von einer komplexen cDNA
Bibliothek ausgegangen und die Zahl der Kandidatengene wird reduziert, indem
transfizierte Zellen selektioniert und aus der Gesamtpopulation isoliert werden oder die
Ausprigung einer bestimmten Funktion beobachtet wird und eine Anreicherung durch

Reisolation, Aliquotierung und Retransfektion der Plasmid-DNA erfolgt. Jede Transfektion
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setzt jedoch eine vorherige Isolation von Plasmid-DNA voraus. Daher wire die
Transfektion einzelner cDNAs sehr aufwendig. Aus diesem Grund werden bei beiden
Methoden zahlreiche Gene zeitgleich transfiziert. Ein Nachteil beider Methoden besteht in
der daraus resultierenden geringen Sensitivitit. Auerdem sind beide Methoden weniger fiir
die Untersuchung von Apoptose-induzierenden Genen geeignet, da als Folge des Zelltods
die apoptotischen Zellen aus der Gesamtpopulation verschwinden und sich daher nicht
isolieren lassen. Mit den apoptotischen Zellen gehen dann auch diejenigen cDNAs

verloren, die fiir die Induktion des Zelltods verantwortlich sind.

Aus diesem Grund wurde ein genetischer Expressionsscreen entwickelt, der speziell zur
Identifikation dominanter, Apoptose-induzierender Gene geeignet ist (Grimm und Leder,
1997). Im Unterschied zu den klassischen Expressionsklonierungen werden bei dieser
Methode einzelne cDNASs in Zellen transfiziert. Da keine cDNA-Pools transfiziert werden,
eriibrigt sich eine Selektion des gesuchten Gens. Die Untersuchung einer cDNA-Bibliothek
setzt sehr viele solcher Transfektionen voraus. Da die notwendige Plasmid-DNA aber fiir
jede Transfektion vorher isoliert werden muss, wurde hierfiir ein einfach durchfiihrbares
Protokoll benutzt, welches die simultane Isolation von 96 cDNAs ermoglicht (Neudecker

und Grimm, 2000).

Bei der Durchfiihrung des screens wird ausgenutzt, dass Protein-Protein Interaktionen fiir
die Induktion der Apoptose verantwortlich sind und die meisten Proteine proapoptotischer
Signalwege die Eigenschaft haben, nach Uberexpression dominant Apoptose zu induzieren
(Yang et al., 1998). So wurde mit Hilfe dieses screens beispielsweise das Adaptorprotein
FADD des Fas- und TNF-Rezeptorkomplexes isoliert (Chinnaiyan et al., 1996; Boldin et
al., 1995). Neben zahlreichen mitochondrialen Proteinen wurden unter anderem auch die
Bestandteile der permeability transition pore (PT-Pore) Ant-1 und VDAC-2 mit diesem
screen identifiziert (Albayrak et al., 2002; Bauer et al., 1999; Martinou und Green, 2001;
Zhoratti und Szabo, 1995). Zusétzlich wurden weitere Apoptose-relevante Gene gefunden,
die Komponenten bekannter proapoptotischer Signalkaskaden sind, wie CIDE A (Nicole
Schonfeld), CIDE B (Erik Braziulis) oder Bnip-3 (Ulla Cramer) (Inohara et al., 1998; Chen
et al., 1997). CIDE-A und -B sind Mitglieder einer Familie von Apoptose-induzierenden
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Proteinen, die Homologien zur N-terminalen Region des DNA Fragmentierungsfaktors
(DFF) haben und im Zellkern DNA-Fragmentierung bewirken (Inohara et al., 1998). Bei
Bnip-3 handelt es sich um ein proapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie, ein BH3-on/y-

Protein (Chen et al., 1997).

Durch diesen screen konnten Gene isoliert werden, die als Komponenten
unterschiedlichster apoptotischer Signalwege wirken: sie sind Bestandteil von
Rezeptorkomplexen an der Plasmamembran (FADD), der PT-Pore (z.B. Ant-1), oder aber
sie vermitteln Zelltod im Zellkern (CIDE-A und -B). Mit Bnip-3 wurde sogar ein Mitglied
der sehr vielseitig wirkenden Gruppe der BH3-only-Proteine identifiziert. Aufgrund dieser
Gene war es sehr wahrscheinlich, mit Hilfe dieses screens noch weitere, unbekannte
Komponenten dieser Signalwege zu identifizieren. Die Entdeckung unbekannter
proapoptotischer Gene konnte auBerdem dazu beitragen, noch nicht genauer

charakterisierte proapoptotische Signalkomplexe aufzuklaren.

Wie sich herausstellte, war das Potenzial des screens fiir die Entdeckung neuer unbekannter
Apoptose-relevanter Komponenten enorm. Die zur genaueren Charakterisierung im
Rahmen dieser Arbeit ausgewihlte cDNA war so ein bislang nicht genauer beschriebenes
Gen, welches einerseits evolutiv sehr stark konserviert war und andererseits ein neues,

unbekanntes BH3-only-Protein darstellte: Spike (Small protein with inherent killing effect).

3.2 Evolutive Aspekte

Entfernte Spike-Homologe existieren in einer Vielzahl von Organismen (zB. in Hefen oder
Pflanzen). Allerdings ist diese Homologie oftmals nur auf einen Sequenzbereich von zwei
putativen coiled coil-Doménen begrenzt. Homologe Proteine, bei denen sich die
Sequenzhomologien iiber die gesamte Spikesequenz inklusive der BH3-Doméne erstreckt,
existieren neben den Homologen Proteinen in Vertebraten auch im Nematoden
Caenorhabditis elegans und in der Taufliege Drosophila melanogaster. In diesen
Organismen ist Spike evolutiv erstaunlich stark konserviert. So ist das C. elegans—Homolog
zu 60% und das D. melanogaster—Homolog zu 63% mit dem Maus-Spike identisch. Das

humane und murine Spike unterscheiden sich sogar nur in drei von 219 Positionen
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voneinander. Anhand der Analyse der Aminosidureseqenzen von homologen Proteinen
verschiedener Arten lassen sich Funktionsaussagen iiber diese Proteine ableiten. Die
Anzahl der Aminosdureaustausche pro Zeiteinheit erfolgt iliber den gesamten
Evolutionszeitraum eines Proteins hinweg mit konstanter und fiir jedes Protein mit
charakteristischer Geschwindigkeit (Wehner und Gehring, 1990; Maynard Smith, 1989).
Die Proteine unterscheiden sich in der Zahl der tolerierbaren Sequenzen. Spike ist eines der
Proteine, die (vergleichbar mit Cytochrome c) iiber einen sehr gro3en evolutiven Zeitraum
nur relativ geringe Sequenzverdnderungen erfahren haben. Spike scheint also
evolutionsgeschichtlich schon sehr frith eine Funktionsstruktur erreicht zu haben, die nur
wenige Verdnderungen zulie. Stirkere Aminosdureaustauschraten wéren mit nicht
tolerierbaren Funktionseinbuflen einhergegangen. Da auch die C. elegans- und D .
melanogaster-Homologa von Spike bei transienter Transfektion in Sdugerzellen Apoptose
verursachen, scheint der Mechanismus evolutiv konserviert zu sein (Wehner und Gehring,
1990; Maynard Smith, 1989).

Abb. 3.2: Phylogenetische Beziehungen
zwischen den verschiedenen Spike-

Dro-Spike Homologa. Der Stammbaum wurde mit

Hilfe von ProDomV.2001.3

| hs-Spike (http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/doc/pr
10 PAM _[ odom.html) erstellt (nach Corpet et al.,
mm-Spike 2000; Bateman et al., 2000). (Dro-

Drosophila, hs-Mensch, mm-Maus, Cel-
Cel-Spike Caenorhabditis, PAM=Zahl zugelassener
Punktmutationen pro 100 Aminoséurereste)

C. elegans und D. melanogaster sind Modellorganismen fiir die Untersuchung von
programmiertem Zelltod, da viele Mechanismen und Signalmolekiile evolutiv konserviert
sind. Diese Organismen konnen leichter genetisch manipuliert werden, was die
Identifizierung von Apoptose-relevanten Genen erleichtert. Wahrend der Entwicklung
werden zahlreiche Zellen durch Zelltod eliminiert. Insbesondere Studien an C. elegans
haben entscheidend zum Verstindnis von programmiertem Zelltod beigetragen. Es konnten
Gene identifiziert werden, dessen Homologa wichtige Bestandteile von apoptotischen
Signalwegen in Saugern sind (Sulston und Horvitz, 1977; Ellis et al., 1991). Auch wenn die

Komplexitit und die Regulationsmechanismen apoptotischer Prozesse in Sdugern enorm
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zugenommen haben, sind die urspriinglichen Prinzipien aus C. elegans oder D .
melanogaster erhalten geblieben. So sind von der erstmals in C. elegans mit Apoptose in
Verbindung gebrachten Bcl-2-Familie im Nematoden bisher nur das Bcl-2-Homolog Ced-9
und die proapoptotischen BH3-only-Proteine Egl-1 und ceBnip3 identifiziert worden
(Hengartner et al., 1992; Conradt und Horvitz, 1998; Cizeau et al., 2000). Spike ist somit
erst das dritte in C. elegans identifizierte BH3-only-Protein. Eine genauere
Charakterisierung von Spike wurde besonders spannend, da dieses Protein bei transienter
Transfektion in Sdugerzellen deren Tod verursacht und somit wahrscheinlich auf einen
evolutiv konservierten Mechanismus zuriickgreift. Gleiches gilt auch fiir die Nematoden-
Caspase Ced-3. Die Substratspezifitit fiir Ced-3 und Sdugercaspasen ist so konserviert, daf3
die Uberexpression von Ced-3 in Siugerzellen zur Apoptoseinduktion fiihrt (Miura et al.,
1993). Da das C. elegans-Spike im Nematoden bisher noch nicht als Apoptose-relevantes
Gen identifiziert wurde, ist es mit der genaueren Charakterisierung von Spike im
Sdugermodell moglich, nicht nur fundamentale Zelltod-Mechanismen in Sidugern
aufzukldren, sondern auch das Verstidndnis fiir die Apoptoseregulation in weniger
komplexen Organismen wie Caenorhabditis elegans oder Drosophila melanogaster zu

erweitern.

3.3 Spike induziert Caspase-abhangige
Apoptosesignale
Wie viele andere proapoptotische Faktoren (wie FADD oder Bax) besitzt Spike die

dominante Eigenschaft, bei Uberexpression Apoptose zu induzieren. So fiihrt die
Uberexpression von Spike bei transienter Transfektion zu typischen apoptotischen
Merkmalen in den transfizierten Zellen. Es kommt zu phéanotypischen Veridnderungen wie
die Bildung apoptotischer Korperchen (membrane blebbing), DNA-Fragmentierung,
Caspase-Aktivierung, Cytochrome c-Austritt und zu einer Verringerung des
mitochondrialen Membranpotentials. Aktivierte Caspasen sind fiir die meisten
charakteristischen, mit Apoptose einhergehenden morphologischen und biochemischen
Merkmale verantwortlich (sieche Kap. 1.3). Dennoch scheinen beim Spike-induzierten
Zelltod auch Caspase-unabhingige Prozesse eine Rolle zu spielen. Die Caspasen-
abhéngigen Merkmale der Spike-vermittelten Apoptose (wie DNA-Fragmentierung)

konnen mit dem Caspaseinhibitor zZVADfmk vollstindig unterbunden werden. Dennoch
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kommt es zur Ausbildung eines in Abb. 2.2.2.2 ersichtlichen Phianotyps in HeLa-Zellen.
Von den transfizierten Zellen scheint der zytoplasmatische Anteil zu schrumpfen, jedoch ist

kein typisches apoptotisches fragmentieren (,,blebbing “) der Membranen zu beobachten.

Dieses Phinomen des Caspase-unabhingigen Zelltods wird mit den proapoptotischen
mitochondrialen Faktoren AIF und EndoG in Verbindung gebracht. Sie treten nach einer
Schadigung der Mitochondrien aus dem Intermembranraum aus und vermitteln unabhéngig
von aktivierten Caspasen im Zellkern DNA-Fragmentierung. Dieses Phdnomen eines
parallelen, ohne Caspasenaktivierung ablaufenden Apoptoseprogrammes, ist unter anderem
auch fiir Bax beschrieben worden (Fitch et al., 2000). Es sollte fiir alle Apoptosewege
gelten, welche eine Schidigung und Porenbildung der &duBleren Mitochondrienmembran

verursachen.

Eine Beteiligung der Mitochondrien ist auch bei dem von Spike initiierten Zelltod
nachgewiesen worden. Es wurden die fiir eine Schddigung der &ulleren
Mitochondrienmembran charakteristischen Merkmale detektiert: eine Reduktion des
Membranpotentials und der Austritt von Cytochrome c (siche Abb. 2.2.8.1). Demnach
konnten AIF und EndoG auch bei der Spike-vermittelten Apoptose aus den Mitochondrien
austreten und Caspase-unabhingige Signalwege einleiten. Zwar wurde bei mit Spike
transfizierten HeLa-Zellen, die mit dem Caspaseinhibitor zZVADfmk behandelt wurden,
keine DNA-Fragmentierung gemessen, jedoch eine phénotypische Verdnderung
festgestellt. Dall dieser Phénotyp von zVADfmk allein verursacht wird, kann
ausgeschlossen werden, wie Experimente von kontrolltransfizierten und mit zVADfmk
behandelten HeLa-Zellen verdeutlichten (nicht gezeigt). Eine Beteiligung von AIF und
EndoG ist trotzdem moglich, da die molekularen Mechanismen der durch diese Faktoren
ausgelosten DNA-Fragmentierung nicht bekannt sind. AIF besitzt selbst keine meB3bare
DNase-Aktivitédt und es ist nicht klar, wie AIF im Zellkern DNA-Fragmentierung vermittelt
(Susin et al., 1999). Vermutlich werden bei der Spike-induzierten Apoptose noch
unbekannte Signale aktiviert, die unabhédngig von Caspasen verantwortlich fiir den

beschriebenen Phanotyp sind.
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3.4 Wirkt Spike als genereller Apoptoseregulator?
Die Analyse von EST-Datenbanken ergibt fiir die Spike-mRNA ein breitgeféchertes

Expressionsspektrum. Genauere experimentelle Analysen der Spike-Expression iiber
Northern- und Immunoblot ergaben, dal Spike in den meisten der getesteten Gewebe und
Zelltypen exprimiert wird, obwohl die Expressionsstirke sehr stark variiert. Im Northern-
Blot konnten sehr hohe Expressionslevel an Spike-mRNA in Niere, Placenta, Herz und
Leber detektiert werden. Schwichere Signale zeigten dagegen Dick- und Diinndarm, sowie
Thymus. Unter diesen Bedingungen wurde kein Signal in peripheren Blut-Leukozyten
deutlich (sieche Abb. 2.2.6.1). Auffillig ist, dal neben dem prominenten Signal in der zu
erwartenden Grofle von etwa 1,4 kb, eine deutlich schwéichere Bande bei etwa 1,2 kb
erschien. Hierbei konnte es sich um eine kiirzere Isoform handeln. Wahrscheinlicher ist
jedoch, dall es sich um eine Abbaubande der Spike-mRNA handelt, da sie in ihrer

Intensitétsstarke sehr aufféllig mit der prominenten Bande korreliert.

Bei Immunoblot-Analysen von Rohextrakten verschiedener Zelltypen konnte eine Spike-
Expression in fast allen getesteten Zellinien detektiert werden. Eine Ausnahme waren
NRK-Zellen, dort wurde kein Signal sichtbar (sieche Abb. 2.2.6.2/C). Interessanterweise
sind NRK-Zellen spezifische Nierenzellen und dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu
den Northern-Blot-Analysen, welche das stérkste Signal in der Niere detektierten. Da
jedoch die anderen Nierenzellinien 293T und BHK Spike exprimieren, sind NRK-Zellen
offensichtlich aus einem Nierensubgewebe hervorgegangen, die kein Spike enthalten oder
aber sie haben durch fortlaufendes Passagieren unter Zellkulturbedingungen Mutationen

angesammelt, die eine Spike-Expression unterbinden.

Auffillig ist auch das Auftreten eines 33 kD-Signals, welches in seiner Intensitétsstérke
von p33 zu p31 in Abhéngigkeit vom Zelltyp variiert (siche Abb. 2.2.6.2/C). Transfiziertes
Spike ergibt bei einer Immunoblot-Analyse mit dem Spike-Antiserum ein Signal bei 31 kD.
Da es laut Northern-Blot keinen Hinweis auf eine groflere Spike-Isoform gibt, konnte p33
eine modifizierte Variante von Spike darstellen. Ob es sich dabei um eine der
vorhergesagten potentiellen Phosphorylierungen (siche Tab. 2.2.4.1) oder um eine andere

Modifikation handelt, ist unklar.
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Das breite Expressiosspektrum in den meisten getesteten Geweben und aufgrund der EST-
Daten offensichtlich auch in allen Entwicklungsstadien unterstreicht das Potenzial von
Spike, als genereller Apoptoseregulator zu wirken. Apoptose spielt besonders in der
Entwicklung eine essentielle Rolle (siehe Kap. 1.2.1). Jedoch auch bei der Regulation der
Zellhomeostase eines vielzelligen Organismus ist Apoptose bei der kontrollierten
Eliminierung iiberfliissiger und gealterter Zellen von entscheidender Bedeutung. Da Spike
in den Geweben und Entwicklungsstadien bereits detektierbar ist, findet eine Regulation
der Spike-Aktivitdt vermutlich hauptsdchlich auf posttranslationeller Ebene iiber
Modifikationen statt. Eine transkriptionelle Induktion in spezifischen Geweben oder auf
spezifische Signale kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Nach Stimulation von HeLa-
Zellen mit UV, p53, Fas oder TNFa konnte jedoch keine Anreicherung von endogenem
Spike in diesen Zellen detektiert werden (nicht gezeigt). Im Gegensatz zu einer
transkriptionellen Aktivierung (wie bei den BH3-only-Proteinen Noxa oder Puma), ist die
Spike-Regulation daher vermutlich eher vergleichbar mit der Regulation von Bad, Bim
oder Bmf, die jeweils von spezifische Apoptosesignalen aus ihrem inaktiven Zustand in
einen aktiven proapoptotischen tiberfiihrt werden ( Han et al., 2001; Nakano und Wousden,
2001; Oda et al., 2000; Yu et al., 2001; Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997; Harada et
al., 1999; Zha et al., 1996; Puthalakath et al., 1999; Puthalakath et al., 2001) Es gibt einige
(wenn auch theoretische) Hinweise, die eine solche posttranslationelle Regulation der

Spike-Aktivitdt vermuten lassen (siche Kap. 3.5).

3.5 Strukturelle und funktionelle Sequenzanalyse von
Spike

Neben dem BH3-Motiv nehmen auch die von verschiedenen Sequenzanalyseprogrammen

vorhergesagten coiled-coil-Doménen in der Spike-Sequenz vermutlich eine o-helikale

Sekundérstruktur ein. Dabei vermitteln die coiled-coil-Doménen sehr wahrscheinlich auch

die Multimerisierung der Spike-Monomere. Das MultiCoil-Programm analysiert die

Multimerisierungswahrscheinlichkeit der coiled-coil-Domdnen und postuliert eine

Trimerisierung von Spike (sieche Abb. 2.2.4.3). In Immunprézipitationen konnte
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experimentell nachgewiesen werden, dal Spike mit sich selbst interagiert (siche Abb.
2.2.11). Dabei scheint diese Assoziation unabhingig von der BH3-Doméne und dem C-
Terminus zu sein, denn die Spike-Deletionsmutante AC154 (ohne BH3) kann mit WT-
Spike noch in gleicher Weise coimmunprézipitiert werden wie AC181 (mit BH3). Die N-
terminalen 19 Aminosédurereste sind fiir eine Interaktion mit WT-Spike ebenfalls
unerheblich, da die Deletionsmutante AN19 (wenn auch schwécher) noch mit Spike
coimmunprézipitiert (sieche Abb. 2.2.15.2/rechts). Ist jedoch eine der beiden coiled-coil-
Doménen deletiert, kann keine Interaktion mit WT-Spike mehr beobachtet werden. Beide
coiled-coil-Doménen sind also bei der Vermittlung dieser Homomerisierung notwendig. Es
kann keine Aussage getroffen werden, in welchem Verhiltnis Spike oligomerisiert. Da
auch alle Interaktionsversuche mit liberexprimiertem Spike durchgefiihrt wurden, kann
nicht gesagt werden, ob endogenes Spike normalerweise oligomerisiert vorliegt oder ob
diese Interaktion Teil eines proapoptotischen Aktivierungsprozesses ist. Dies wurde bereits
fiir die proapoptotischen Bcl-2-Mitglieder Bax und Bak gezeigt, welche nach Aktivierung
und einer damit einhergehenden Konformationsdnderung multimerisieren (Korsmeyer et
al., 2000; Nechushtan et al., 2001). Eine Homodi- bzw. oligomerisierung ist bisher auch fiir
die BH3-only Proteine Bid () und Bnip3 () gefunden worden.

Beim Vergleich der Proteinsequenzen zwischen den Mensch-, Maus-, C. elegans- und D.
melanogaster-Homologen von Spike miteinander fillt auf, dal neben sehr konservierten
identischen Blocken im Bereich der coiled coil-Dominen und der BH3-Domaéne sich C-
terminal an das BH3-Motiv ein sehr variabler Sequenzbereich anschlieft. Dieser sehr
unkonservierte Bereich endet in einem identischen Block von sechs Aminosdureresten am
C-Terminus (siehe Abb. 3.5). Da der C-Terminus sowohl fiir die Apoptose-induzierende
Funktion als auch fiir eine Selbstassoziation von Spike unerheblich ist, konnte dieser
konservierte Bereich eine regulatorische Funktion tibernehmen. Moglicherweise wirkt
dieser Block inhibitorisch auf die proapoptotische Aktivitidt von Spike, denn eine Deletion
dieses Bereiches (wie in AC181) fiihrt zu einer signifikanten Verstarkung des Zelltods.
Wenn man davon ausgeht, daB3 die Uberexpression eine Aktivierung der proapoptotische

Aktivitdt von Spike bewirkt, kann das Fehlen einer natiirlichen ,,Sperre” (wie in AC181)
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eine beschleunigte Zelltodkinetik zur Folge haben und in einer verstiarkten Apoptoserate

quantitativ meBbar werden (siche Abb. 2.2.9.1).

cotled coil 1 cofled coil 2
1 120

hs-Spike

mm-Spike
cel-Spike
Dro-Spike

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Spike-Proteinsequenz. Konservierte und putativ
regulatorische Sequenzbereiche sind beziiglich ihrer Lage zur BH3-Domine abgebildet. Links,
Bereich von vier bzw. drei aufeinanderfolgenden negativ geladenen Resten; Mitte, konservierte
phosphorylierbare Reste; Rechts, identischer C-terminaler Sequenzbereich.

Direkt N-terminal an die BH3-Doméne grenzt ein anderes sehr auffilliges Sequenzmotiv.
Dieses in der Spike-Sequenz konservierte Motiv besteht aus vier aufeinanderfolgenden
negativ geladenen Aminosédureresten (DEDD). Es ist durchaus denkbar, dal dieses stark
negativ geladene Motiv iliber Protein-Protein-Wechselwirkungen Einflufl Spike-Aktivitit
nehmen konnte. Diese Wechselwirkungen konnten auch intramolekular auf
Sequenzbereiche innerhalb der Spike-Sequenz wirken und somit EinfluBl auf die

Gesamtkonformation des Spike-Molekiils haben.

Ein anderes Sequenzmotiv, das regulatorisch die Spike-Aktivitit beeinflussen konnte,
schlieBt sich direkt C-terminal an die BH3-Domédne an. Durch das
Sequenzanalyseprogramm NetPhos 2.0 (Blom et al., 1999) wurden insgesamt acht Serin-,
drei Threonin- und zwei potentielle Tyrosinphosphorylierungsstellen bei einer
Wabhrscheinlichkeit von iiber 50% in der Spike-Sequenz postuliert. Wenn man von einer

iber 95%igen Wahrscheinlichkeit ausgeht, reduzieren sich die potentiell
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phosphorylierbaren Aminosaurereste auf Serin-16, -30, -36, -98, -150 und -181, sowie auf
Tyrosin-182. Interessanterweise liegen zwei dieser potentiell sehr wahrscheinlichen
Phosphorylierungsstellen genau in diesem Bereich in unmittelbarer Nachbarschaft zur
BH3-Domaine: Serin-181 (99,2%) und Tyrosin-182 (97,5%), welche somit regulatorisch
EinfluB aus die Spike-Funktion nehmen konnten. Eine derartige Regulation ist bereits fiir

das BH3-only Protein Bad beschrieben worden. Die Phosphorylierung von Serin-155 in der
BH3-Doméne von Bad verhindert dessen Interaktion mit Bcl-Xy , was in einer Inhibition

der proapoptotischen Aktivitdt von Bad resultiert (Datta et al., 2000).

Die Vermutung einer solchen phosphorylierungsabhingigen Regulation der Spike-Aktivitit
wird dadurch unterstiitzt, da3 die an diesen Positionen phosphorylierbaren Reste auch in
den C. elegans und Drosophila Homologa konserviert sind (siche Abb. 3.5). Eine
Phosphorylierung konnte aber auch die Konformation des Spike-Molekiils beeinflussen und
im Zusammenspiel mit der konservierten C-terminalen Doméne EinfluBl auf eine
strukturbedingte Zugdnglichkeit der BH3-Doméine nehmen. Phosphorylierungsabhiangige
Konformationsédnderungen sind beispielsweise ein bekanntes Phédnomen fiir die Regulation

der Aktivitit von Rezeptortyrosinkinasen (Schlessinger und Ullrich, 1992).

Dal} eine Modifikation von Spike stattfindet, wird in den p31 und p33-Signalen mit dem
Spike-Antiserum deutlich, da es keine Hinweise auf eine grofere Isoform gibt. Diese
Modifikation, welche den Elektromobilitdtssprung von 31 auf 33 kD zur Folge hat, scheint
jedoch keinen direkten Einflu3 auf die proapoptotische Funktion von Spike zu haben, da
die Intensitétsstirke von p33 zu p31 in Abhdngigkeit vom Zelltyp variiert und somit
offensichtlich unabhéngig von apoptotischen Signalen ist (siche Abb. 2.2.6.2/C). Die
Anzahl sehr wahrscheinlicher Phosphorylierungsstellen in der Spike-Sequenz 148t jedoch

Apoptose-relevante regulatorische Modifikationen vermuten.
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3.6 Das BH3-Motiv ist notwendig fur die
proapoptotische Aktivitat von Spike
Bei der Vermittlung von Apoptose spielen Protein-Protein-Interaktionen durch
homotypische Interaktionsmodule wie der Death Domain (DD), der Death Effector Domain
(DED) oder der Caspase Recruitment Domain (CARD) eine essentielle Rolle (Kaufmann
und Hengartner, 2001). Um abschitzen zu konnen, welche Sequenzbereiche innerhalb der
Spike-Sequenz notwendig und ausreichend fiir dessen proapoptotische Funktion sind,
wurden Deletionsmutanten von Spike generiert und auf deren Apoptose-induzierenden
Eigenschaften mittels FACS-Analyse untersucht. Bei der Auswertung dieser Daten konnte
jedoch nicht beriicksichtigt werden, ob die ohne genaue Kenntnisse der Struktur
hergestellten Mutanten korrekt gefaltet sind oder inwieweit die Deletionen Einflufl auf die
Proteinstabilitdt haben. Bedenken wegen der Stabilitdt der Mutanten konnten gréBtenteils
mit Hilfe eines Immunoblots zur Kontrolle einer effizienten Expression mit vergleichbaren

Proteinleveln ausgeschlossen werden (sieche Abb. 2.2.9.1/ unten).

Bei der quantitativen Auswertung dieser Deletionsmutanten beziiglich ihrer Apoptose-
induzierenden Aktivitdt konnte festgestellt werden, da3 die Deletion des C-Terminus
(AC181) zu einer leichten Verstarkung der Apoptose fiihrt, wogegen eine weitere Deletion
der dem BH3-Motiv entsprechenden Sequenz (AC154) in einer drastischen Reduktion der
proapoptotischen Aktivitdt resultiert (siche Abb. 2.2.9.1). Interessanterweise fiihrt die
Deletion der N-terminalen 19 Aminoséurereste (AN19) zu einem kompletten Verlust der
proapoptotischen Aktivitdt. Es zeigte sich also, dall nur zwei Sequenzbereiche bei der
Vermittlung des Spike-induzierten Zelltods eine entscheidende Rolle spielen: das BH3-

Motiv und die N-terminalen 19 Aminosiurereste.

Im Gegensatz zum BH3-Motiv fiihrt die Deletion der N-terminalen 19 Aminosdurereste
vermutlich nur indirekt zum Verlust der proapoptotischen Aktivitidt. Diese Deletion
verhindert eine fiir die proapoptotische Wirkung von Spike notwendige korrekte
Lokalisation des Konstruktes am Endoplasmatischen Retikulum (ER). Ein AN19-YFP-
Fusionsprotein zeigt eine gleichmafige zelluldre Verteilung, die eine ER-spezifische

Lokalisation ausschliet (siehe Abb. 2.2.13/rechts). Obwohl mit gingigen
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Sequenzanalyseprogrammen kein ER-spezifisches Lokalisationssignal in der Spikesequenz
detektiert wurde, sind die N-terminalen 19 Aminosdurereste verantwortlich fiir eine

korrekte Apoptose-relevante Lokalisation des Proteins.

Um die Bedeutung des fiir die Apoptose-Induktion von Spike notwendigen BH3-Motivs
genauer zu analysieren, wurden Punktmutanten von kritischen und in Bezug auf andere
Bcl-2-Familienmitglieder konservierte Aminosédurereste hergestellt. Wie in Abb. 2.2.9.2
ersichtlich, resultiert jede Mutation zu einem ungeladenen Aminosdurerest in einer
Reduktion der Apoptose, was die Bedeutung dieser Doméne fiir die Zelltodaktivitit von
Spike eindrucksvoll unterstreicht. Wieso der Austausch der konservierten Aminosiurereste
zu geladenen Resten offensichtlich keinen EinfluB auf proapoptotische Aktivitit hat, ist
unklar. Da jedoch das BH3-Motiv Protein-Protein-Interaktionen von BH3-only-Proteinen
mit antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie vermittelt (Huang und Strasser, 2000),

scheint ein solcher Austausch diese Interaktion nicht entscheidend zu beeinflussen.

Uberraschenderweise konnte eine Assoziation von Spike mit den antiapoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie Bel-2 oder Bel-X, und dem proapoptotischen Mitglied Bax

nicht detektiert werden (siche Abb. 2.2.10). Uberraschend ist dies deshalb, weil von allen
bisher bekannten BH3-on/y-Proteinen eine Heterodimerisierung mit antiapoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie nachgewiesen wurde. Dennoch hat Spike mit allen anderen
bisher bekannten BH3-only-Proteinen die Gemeinsamkeit, dal die BH3-Doméne
notwendig fiir deren proapoptotische Aktivitit ist (Chittenden et al., 1995, Hunter und
Parslow, 1996). Wie die BH3-Doméne von Spike zusammen mit weiteren Daten in ein
Modell zum molekularen Mechanismus der proapoptotischen Wirkungsweise von Spike

einflieBt, ist im Kapitel 3.8.2 dargestellt.

3.7 Spike interagiert am ER mit Bap31

Damit eine Zelle effizient auf die unterschiedlichsten Apoptosesignale reagieren kann,
existieren Procaspasen-enthaltende Proteinkomplexe an strategisch wichtigen subzelluldren
Strukturen. Neben dem DISC an der Plasmamembran (Kischkel et al., 1995) und dem

cytosolischen Apoptosom zur Vermittlung mitochondrialer Zelltodsignale (Zou et al.,
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1999), riickt ein Apoptose-relevanter Proteinkomplex am Endoplasmatischen Retikulum
immer mehr in den Vordergrund, der eine wichtige Rolle bei der Integration und
Vermittlung proapoptotischer Signale spielt: der Bap31-Komplex (Ng et al., 1997;
Breckenridge et al., 2002; Ferri und Kroemer, 2001). Dieser Proteinkomplex am ER enthélt

nach derzeitigem Wissen die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie Bel-2 oder
Bcl-X1 und das ER-Membranprotein Bap31, welches nach Apoptosestimulation eine ER-

spezifische Isoform von Caspase-8 bindet: Procaspase-8L (Breckenridge et al., 2002).

Immunfluoreszenzdaten in MCF-7-Zellen verdeutlichen, dall endogenes Spike mit einem
ER-spezifischen Marker kolokalisiert. Obwohl eine teilweise mitochondriale Verteilung auf
Grund der Immunfluoreszenzbilder mit dem Mitochondrienmarker (MitoTracker) nicht
ausgeschlossen werden kann, deutet doch die komplette Ubereinstimmung mit der
Verteilung des ER-Markers (ER-Tracker) eindeutig auf eine ER-spezifische Lokalisation
von Spike hin (siehe Abb. 2.2.8.1).

Wie bereits erwéhnt, ergibt die Aminosduresequenz von Spike keine Hinweise auf eine ER-
Spezifitit. Es existieren weder hydrophobe Sequenzbereiche, die auf eine Membrandoméne
hindeuten, noch gibt es das fiir luminale ER-Proteine typische ER-Retentionssignal,
welches den retrograden Transport aus dem Golgi zuriick ins ER vermittelt. Die
Lokalisation von Spike am ER kann demnach nur iiber Protein-Protein-Interaktionen auf
der cytoplasmatischen Seite des ER zustande kommen. Interessanterweise ist es in
Immunpréazipitationen moglich, eine Interaktion von Spike mit dem ER-Membranprotein
Bap31 nachzuweisen. Auch in Immunfluoreszenzen konnte eine (wenn auch nicht
vollstindige) Colokalisation von Spike mit Bap31 demonstriert werden (siche Abb.

2.2.12.1und 2.2.12.2).

Die Uberexpression von Spike fiihrt schon zu einem kinetisch friihen Zeitpunkt in der
Apoptoseinduktion zu einer Caspase-abhiangigen Prozessierung von Bap31, was indirekt
auf eine Aktivierung von Caspase-8 oder der ER-Isoform—8L hindeutet (siche Abb. 2.2.14).
Dies unterstreicht die Relevanz der Bap31-Interaktion fiir die Spike-induzierte Apoptose.

Neben WT-Spike interagieren auch die Deletionsmutanten AC181 und AC154 mit Bap31,
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nicht jedoch die N-terminal um 19 Aminosédurereste verkiirzte Variante AN19 (siehe Abb.
2.2.13). Die N-terminalen 19 Aminoséurereste sind somit verantwortlich fiir eine korrekte
Apoptose-relevante Lokalisation des Proteins am ER mit Bap31. Der von Bap31 auf der
cytoplasmatischen Seite des ER gebildete und auch fiir Apoptose relevante Proteinkomplex
liefert eine ideale Erklarung fiir die ER-Lokalisation von Spike und bietet gleichzeitig einen

Ansatzpunkt zur Untersuchung der Spike-vermittelten Apoptose (siche folgendes Kap.).

3.8 Potentielle Modelle zum molekularen
Mechanismus der Spike-vermittelten Apoptose

3.8.1 Das,,C. elegans-Modell“
Einen Ansatzpunkt fiir eine mogliche Erkldrung der Spike-induzierten Apoptose auf

molekularer Ebene ergab die Entdeckung, da3 die Assoziation von Spike mit Bap31 eine

gleichzeitige Interaktion von Bcl-X1, mit Bap31 drastisch reduziert (siche Abb. 2.2.15.1).
Eine gleichzeitige Assoziation von Spike und Bcl-Xp mit Bap31 ist demnach

unwahrscheinlich, wenn auch nicht ausgeschlossen, da eine Bap31-Bcl-Xj -Interaktion

nicht vollstindig unterbunden werden konnte. Ubertragen in ein Modell wire es moglich,

daf analog zu den Erkenntnissen anderer BH3-only-Proteine eine Aktivierung von Spike
auf einen spezifischen Apoptosestimulus hin zu einer Verdrangung von Bcl-X1, am Bap31-

Komplex fiihrt.

Ein analoges Modell wurde in C. elegans postuliert. Nach dem derzeitigen Modell bindet
Ced-9, ein Bcl-2-Homolog, das Apaf-1-Homolog Ced-4, welches dadurch nicht in der Lage
ist, die Caspase Ced-3 zu aktivieren. Zelltodsignale fithren zur Expression des bisher
einzigen in C. elegans beschriebenen BH3-only-Proteins Egl-1, welches mit Ced-9
heterodimerisiert und somit Ced-4 verdriangt, was zur Aktivierung von Ced-3 flihrt (Chen et
al., 2000; Conradt and Horvitz, 1998; Metzstein et al., 1998; Kaufmann und Hengartner,
2001). Die Verdrangung eines inhibitorischen Proteins (Ced-9) durch ein BH3-only-Protein

(Egl-1) resultiert also in der Aktivierung von Caspasen und wirkt somit proapoptotisch.
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Abb. 3.8.1: Schematische Darstellung eines analogen Modells zur Wirkungsweise von Egl-1 in
C. elegans und Spike am Bap31-Komplex (Modell I).

Ubertragen in das Sidugermodell des Bap31-Komplexes wire es mdglich, daB Bcl-2 oder
Bcl-Xp, den Bap31-Komplex in einem inaktiven Zustand halten und erst auf ein
spezifisches Apoptosesignal wird Spike aktiviert und an den Bap31-Komplex rekrutiert.
Die daraus resultierende Verdringung von Bcl-2 oder Bcl-Xp fiihrt anschlieBend zur

Aktivierung dieses Komplexes.

Ganz so einfach scheint die Erklarung fiir die Spike-induzierte Apoptose jedoch nicht zu
sein. Die Spike-Deletionsmutante AC154 interagiert einerseits mit Bap31 und reduziert die
Assoziation von Bel-Xp in gleicher Weise, wie WT-Spike. Dennoch vermittelt diese

Mutante deutlich schwicher Zelltod als WT-Spike oder die Mutante AC181. Der einzige
Unterschied zwischen den Konstrukten AC154 und AC181 liegt im Fehlen der BH3-
Doméne in AC154.

90



Diskussion

3.8.2  Bedeutung der BH3-Domdne und das ,, Faktor X-Modell

Die 12-15 Aminosdurereste umfassende und mit Ausnahme des Kernmotivs sehr variable
BH3-Doméne (siche Abb. 2.2.5) ist die einzige erkennbare Gemeinsamkeit mit Mitgliedern
der Bcl-2-Familie, jedoch entscheidend fiir die proapoptotische Wirkung der BH3-only-
Proteine. Derzeitige Theorien zur Wirkungsweise der BH3-only-Proteine konzentrieren
sich auf diese Doméne. Das BH3-Motiv bildet eine amphipathische Helix, welche
notwendig flir die Interaktion mit anderen Bcl-2-Mitgliedern ist (Huang und Strasser,
2000). Es interagiert direkt mit einem Motiv, das durch die BH1-, BH2- und BH3-Domine
anderer Bcl-2-Mitglieder gebildet wird (Cory und Adams, 2002).

Die Wirkungsweise der BH3-only-Proteine richtet sich nach derzeitigem Wissensstand
hauptsdchlich auf die Mitochondrien Die normalerweise in nicht-mitochondrialen
Kompartments der Zelle lokalisierten BH3-onl/y-Proteine relokalisieren auf einen

apoptotischen Stimulus und sind daraufhin in der Lage, mit den antiapoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie (wie Bcl-2 oder Bcel-Xp ) zu heterodimerisieren. Dies fiihrt
zu einer Aktivierung und Oligomerisierung der zuvor durch Heterodimere mit Bcl-2 oder
Bcl-Xp in inaktivem Zustand gehaltenen Muli-BH-Doménenproteine Bax und Bak. Es wird

allgemein angenommen, daB3 Bax und Bak durch ihre Fihigkeit Kandle zu bilden, die
Freisetzung proapoptotischer mitochondrialer Faktoren bewirken (siehe Kap. 1.6 und Abb.

1.6.2) (Gross et al., 1998; Martinou und Green, 2001; Wang, 2001).

Beziiglich der Wirkungsweise von Mitgliedern der Bcl-2-Familie gibt es jedoch eine Reihe
von Unklarheiten und Abweichungen. So hat das C. elegans Bcl-2-Homolog Ced-9 sowohl
anti- als auch proapoptotische Eigenschaften, je nach genetischem Kontext. Bei mutiertem
Ced-3, der C. elegans-Caspase, die zusammen mit Ced-4 und Ced-9 einen inaktiven
Komplex bildet, wirkt Ced-9 im Gegensatz zu seiner sonstigen Funktion proapoptotisch
(Hengartner et al., 1992). Ein &hnliches Phdnomen wurde unter anderem auch bei dem

Siugerhomolog Bcl-2 beobachtet, welches nach Uberexpression proapoptotisch wirkt
(Uhlmann et al., 1998). Desweiteren wurden Bcl-Xj-Mutanten identifiziert, welche,

obwohl sie nicht mit proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie heterodimerisieren
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konnten, dennoch antiapoptotisch wirkten (O’Connor et al., 1998; Cheng et al., 1996).
Andererseits heterodimerisiert das proapoptotische Bcl-2-Mitglied Bok nicht mit allen

antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen. Es heterodimerisiert selektiv mit Mcl-1, BHRF1 und

Bfl-1, jedoch nicht mit Bcl-2, Bcl- X1, und Bel-w (Hsu et al., 1997). Eine pro- oder

antiapoptotische Wirkung der Bcl-2-Mitglieder scheint also nicht generell (Bcl-X1) oder

nur selektiv (Bok) mit einer Heterodimerisierung mit anderen Familienmitgliedern

gekoppelt zu sein.

Bei Spike konnte mit den getesteten Bcl-2, Bel-X1, und Bax keine Interaktion festgestellt

werden. Das schlieBt nicht aus, dall Spike (wie Bok) moglicherweise nur selektiv mit bisher
nicht getesteten spezifischen Bcl-2-Mitgliedern interagiert, denn die BH3-Doméne von
Spike ist entscheidend fiir dessen proapoptotische Aktivitit. Sowohl eine Deletion dieses
Motivs, sowie Punktmutationen konservierter Reste reduzieren drastisch die Zelltod-
induzierende Wirkung (siche Abb. 2.2.9.1 und Abb. 2.2.9.2). Keinen detektierbaren Einflufl
hat dagegen das BH3-Motiv von Spike auf dessen Homomerisierungsaktivitit und die
Interaktion von Spike mit Bap31 (siche Abb. 2.2.11 und Abb. 2.2.13). Notwendig fiir die
proapoptotische Wirkung dieser Doméne erscheint allerdings eine Lokalisation am ER zu
sein, denn die Deletionsmutanten AN19 und AN92, die dieses Motiv enthalten, wirken nicht
proapoptotisch und sind auch nicht am ER mit Bap31 assoziiert (fiir AN92 nicht gezeigt).
Eine gleichmafBige zelluldre Verteilung schlief3t eine ER-spezifische Lokalisation aus (siehe
Abb. 2.2.13/rechts). Eine Interaktion mit Bap31 am ER scheint demnach eine

Grundvoraussetzung fiir die proapoptotische Wirkung der Spike-BH3-Doméne zu sein.

Versuche mit AC154 demonstrieren jedoch, dal dieses Motiv auch keinen Einfluf} auf die
Reduktion der Assoziation von Bcl-Xp, mit dem Bap31-Komplex hat (siche Abb. 2.2.14.1).

Aus diesen Daten ergibt sich ein Modell, nach dem das BH3-Motiv von Spike entweder
iiber die Rekrutierung eines spezifischen Co-Faktors an den Bap31-Komplex
Apoptoseinduktion vermittelt, oder aber direkt ein mit Bap31 assoziiertes proapoptotisches

Protein aktiviert.
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Bei diesem Co-Faktor konnte es sich entweder um ein im Rahmen dieser Arbeit nicht
getestetes, oder um ein noch unbekanntes Mitglied der Bcl-2-Familie handeln, da die BH3-
Domiéne von Spike ebenso wie die BH3-Doménen anderer Faktoren wegen seiner
Peptidstruktur vermutlich iiber Protein-Protein-Interaktionen Apoptose vermittelt. Sehr
interessant in seinem Mechanismus erscheint dagegen die Moglichkeit, da3 dieser
proapoptotische Co-Faktor bereits am ER mit Bap31 assoziiert ist und durch die BH3-
Doméne von Spike und moglicherweise anderer BH3-Doménen-Proteine aktiviert wird. Ein
dhnlicher molekularer Mechanismus wurde bereits fiir die Aktivierung von Bax durch tBid
demonstriert. Das durch Caspase-8 am Fas-Rezeptorkomplex trunkierte und dadurch
aktivierte BH3-onl/y-Protein tBid induziert eine Konformationsédnderung mit
einhergehender Multimerisierung des in inaktivem Zustand cytoplasmatischen Bax.
Aktiviertes Bax relokalisiert zu den Mitochondrien und ermoglicht iiber Porenbildung in
der duBeren Membran die Freisetzung proapoptotischer Faktoren wie Cytochrome ¢ oder

Smac/Diablo (Gross et al., 1998; Martinou und Green, 2001; Wang, 2001).

Im Fall von Spike konnte dessen BH3-Doméne ein Bax-dhnliches, mit dem Bap31-

Komplex assoziiertes, proapoptotisches Multi-BH-Domaianenprotein aktivieren, indem
dessen Inhibitor Bcl-2 oder Bel-Xp verdringt wird. Dieses durch Spike und das Fehlen

seines Inhibitors aktivierte Protein (Faktor X) konnte entweder lokal am ER wirken und zur
Prozessierung der ER-stindigen mit Bap31 assoziierten Procaspase-8L beitragen, oder aber
wie im Fall von Bax zu den Mitochondrien relokalisieren und die Freisetzung
proapoptotischer mitochondrialer Faktoren bewirken. Eine solche proapoptotische
Verbindung zwischen ER und Mitochondrien wurde bereits beschrieben, sie konnte jedoch
auf molekularer Ebene nicht gekliart werden (Hécki et al., 2000). Dies wiirde auch die von
Spike induzierten mitochondrialen Ereignisse erkléren, den Austritt von Cytochrome ¢ und

die Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials. Ebenso wiirde klar, warum Bcl-
X1, die Spike-induzierte Apoptose komplett inhibieren kann. Ein Uberschul an Bcl-Xp,

kann mechanistisch eine Verdringung durch Spike autheben. Obwohl indirekt eine
Aktivierung von Caspase-8 bzw. —8L bei Spike-vermitteltem Zelltod nachgewiesen werden

konnte, hat die Caspase-resistente Bap31-Variante jedoch keinen Einflul} auf die Stérke des
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Spike-vermittelten Zelltods (sieche Abb. 2.2.14 und 2.2.15.2). Das durch Caspasen
prozessierbare Bap31 spielt nach diesem Modell keine Rolle. Es wirkt hiernach nur als

Adaptor zur Assemblierung des Proteinkomplexes.

j ER

. l
.' Q{L:”"\

Bap31 ER-Membran Bap31 chondria

inaktiv aktiv

Abb. 3.8.2: Schematische Darstellung des “Faktor X-Modells” (Modell II). Spike aktiviert
einen Faktor X am Bap31-Komplex, indem es dessen Inhibitor verdréngt. Der aktivierte Faktor X
initiiert daraufhin proapoptotische Signalwege, entweder lokal am ER oder analog zu Bax in den
Mitochondrien.

Jedoch reicht nach diesem Modell eine einfache Verdringung von Bcl-2 oder Bcel-Xp nicht

zu einer effizienten Aktivierung von Faktor X aus, wie Versuche mit der BH3-losen Spike-
Deletionsmutante AC154 zeigen, die trotz proapoptotischer Restaktivitit deutlich
schwicher Zelltod initiiert wie WT und AC181 (siehe Abb. 2.2.9.1). Erst die Anwesenheit

des BH3-Motivs ermoglicht eine effiziente Aktivierung von Faktor X.

3.9 Beteiligung von Spike an Fas-induzierter

Apoptose
Wie durch Nguyen et al. (2000) gezeigt wurde, ist der Bap31-Komplex auch an der
Apoptoseinduktion durch den Fas-Rezeptor beteiligt. In KB-Zellen, die eine Beteiligung
von Mitochondrien zur Vermittlung des apoptotischen Signals benodtigen und nicht direkt
am Fas-Rezeptorkomplex iiber Caspase-8-Aktivierung Apoptose induzieren konnen (Typ

II-Zellen), kann eine Caspase-resistente Bap31-Variante (crBap31) den Cytochrome c-
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Austritt, die Mitochondriendepolarisation, sowie die Reorganisation des Zytoskeletts und
somit phanotypische Veridnderungen inhibieren. Dagegen hatte crBap31 in diesen Zellen
nur einen geringen Einflu} auf die Fas-induzierte Caspase-Aktivierung und die Spaltung

von Caspasesubstraten.

Mit Hilfe eines dominant-negativ wirkenden Spike-Konstrukts (AN19) und eines die Spike-
Expression reprimierenden Antisense-Oligonukleotids kann die Apoptose-relevante
Funktion von Spike inhibiert werden. AN19, welches nicht mit Bap31 interagiert aber mit
WT-Spike assoziieren kann, verhindert offenbar die nach Apoptosestimulation notwendige
richtige Lokalisation von endogenem Spike am ER. Es stellte sich heraus, dal Spike in
HeLa-Zellen an der Fas-induzierten, nicht jedoch an der TNFo-vermittelten Apoptose
beteiligt ist (Abb. 2.2.16.3 und 2.2.16.4). Uber FACS-Analyse wurde eine verringerte
DNA-Fragmentierung gemessen, die vermutlich Ursache einer verzdogerten oder
verringerten Caspasen-Aktivierung ist. Diese Daten, daBl nach Fas-Stimulation eine
Inhibition der Spike-Funktion einerseits eine verringerte Caspasen-Aktivitit zur Folge hat
und andererseits Caspase-resistentes Bap31 keinen Einflul auf Spike-induzierten Zelltod
hat, stehen in scheinbarem Widerspruch zu den Ergebnissen Fas-vermittelter Apoptose mit
crBap31 in KB-Zellen (Nguyen et al., 2000). Bei Spike-vermitteltem Zelltod spielen
mitochondriale Ereignisse eine Rolle, die offenbar mit crBap31 nicht quantitativ mef3bar
inhibiert werden konnen, bei Fas-Induktion in KB-Zellen aber schon. Loss of function-
Spike fiihrt nach Fas-Stimulation in HeLa-Zellen offensichtlich zu einer verringerten oder
verzogerten Caspasen-Aktivierung, wogegen crBap31 in KB-Zellen nach Fas-Stimulation
hierauf keinen Einflufl hat. Diese Ergebnisse lassen nur auf mechanistisch unabhéngige
Apoptosewege schlieBen, die von Spike und durch Caspasen prozessiertes Bap31

eingeleitet werden.

In Abb. 3.9.1 ist ein mogliches Modell dargestellt, das die oben erlduterten Phinomene
erkldren konnte. Demnach kann der Bap31-Komplex nach Fas-Stimulation durch zwei
separate Wege aktiviert werden. Procaspase-8L. am Bap31-Komplex kann einerseits direkt
von Fas aktiviert werden, aber andererseits vermittelt auch Spike dessen Aktivierung. Der

Spike-Weg induziert diesem Modell nach jedoch parallel und unabhingig von einer
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Aktivierung von Procaspase-8L und damit auch unabhéngig von einer Prozessierung von
Bap31 iiber den Faktor X einen Signalweg, der zur Aktivierung der Mitochondrien fiihrt.
Wie unter Kap. 3.8.2 dargestellt, fiihrt eine Aktivierung von Spike zu einer Verdringung
von antiapoptotischen Mitgliedern der Bel-2-Familie von Bap31 und damit einhergehend
zu einer Aktivierung von Faktor X. Dieser wiirde (dem Modell nach) in den Mitochondrien
die Freisetzung proapoptotischer Faktoren und eine Caspasenaktivierung iiber das

Apoptosom bewirken.

Fas

Procaspase
-8L !

ER-Membran

Mitochondrien < —= .

[

Caspasen

Abb. 3.9.1: Schematische Darstellung eines Modells zur Wirkungsweise von Spike bei Fas-
induzierter Apoptose (Modell III). Demnach initiiert Fas zwei mechanistisch unabhéngige
Apoptosewege zur Aktivierung der Mitochondrien, die von Spike und durch Caspase-prozessiertes
Bap31 eingeleitet werden.
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Entsprechend dem Modell initiiert Fas einen von Spike separaten Apoptoseweg, der zur
Aktivierung der ER-spezifischen Procaspase-8L fiihrt. Erst die Prozessierung von Bap31

wiirde mitochondriale Ereignisse stimulieren.

Dieses Modell wiirde erkldren, warum nach Fas-Stimulation eine Inhibition der Spike-
Funktion eine verringerte Caspasen-Aktivitdt zur Folge hat. Ein Fehlen des Spike-Weges
reduziert die Aktivierung von Procaspase-8L und hat den Wegfall der zusétzlichen
Amplifikation des Apoptosesignals iiber Mitochondrien und das Apoptosom zur Folge, was
in einer verringerten oder kinetisch verzogerten DNA-Fragmentierung quantitativ mef3bar
ist (siche Abb. 2.2.16.3 und 2.2.16.4). Andererseits hat caspase-resistentes Bap31 wegen
der Unabhéngigkeit der Signalwege keinen Einflull auf Spike-induzierten Zelltod (siehe
Abb. 2.2.15.2).

Doch warum kann Spike in KB-Zellen bei einer Blockade des mitochondrialen Weges
durch crBap31 nicht Caspase-8L-unabhédngig Mitochondrien aktivieren? Im Gegensatz zu
HeLa-Zellen ist nicht bekannt, ob Spike in KB-Zellen exprimiert ist. Es wire ein Modell
moglich, das analog dem Modell der Typ I und II-Zellen (siche Kap. 1.4.1)
unterschiedliche Wege bei der Fas-induzierten Aktivierung der Mitochondrien iiber den
Bap31-Komplex postuliert. Eine unterschiedliche Gewichtung der durch Fas initiierten
Aktivierung des Bap31-Komplexes in Abhéngigkeit von Gewebe und Zelltyp, der zu
integrierenden Apoptosesignale oder der Spike-Expression konnte fiir das oben
beschriebene Phinomen eine Erklarung liefern. Wihrend in HeLa-Zellen beide der in
diesem Modell postulierten Wege moglicherweise gleichermallen aktiviert werden, liegt in
KB-Zellen (zum Beispiel wegen des Fehlens von Spike) eine Gewichtung des Spike-
unabhingigen Weges der Aktivierung des Bap31-Komplexes vor (siche Abb. 3.9.2). Dies
wiirde ansatzweise erkldren, warum crBap31 eine offensichtlich deutliche Inhibition

mitochondrialer Ereignisse in KB-Zellen bewirkt.
Unklar bleibt allerdings, wieso crBap31 in KB-Zellen bei unverdnderter Caspasen-
Aktivierung und Spaltung von Caspasesubstraten die Ausbildung eines apoptotischen

Phinotyp verhindert (Nguyen et al., 2000), obwohl aktivierte Caspasen normalerweise
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durch die Spaltung von Strukturproteinen genau hierfiir verantwortlich sind. Dennoch
erkldrt dieses Modell auf molekularer Ebene, wie Spike im Zusammenspiel mit dem
Bap31-Komplex Zelltod vermitteln und in den durch Fas induzierten Apoptoseweg

eingreifen konnte.

Hel.a-Zellen KB-Zellen
Fas [Fas
Procas- ¢ Spike Procas- Spike
pase-8L pase-SL [
Bap31/ Bap31/
Faktor X Faktor X Faktor X Faktor X
Mitochondrien Mitochondrien

Abb. 3.9.2: Modell zur Zelltyp-spezifischen Gewichtung einer Beteiligung von Spike an der
Fas-induzierten Aktivierung der Mitochondrien iiber den Bap31-Komplex.

Die Priasenz eines Faktor X am ER wird dadurch unterstiitzt, daf} kiirzlich einem anderen
BH3-only-Protein eine ER-spezifische Wirkungsweise zugeordnet wurde: Bik (Germain et
al., 2002). Nach transkriptioneller Hochregulation durch p53, sowie nach onkogenem oder
genotoxischem Stre3 akkumuliert Bik fast ausschlieSlich an der ER-Membran. Bik ist trotz
seiner Lokalisation am ER in der Lage, Caspase-unabhingig in den Mitochondrien den
Austritt von Cytochrome ¢ zu initiieren (Germain et al., 2002; Breckenridge und Shore,
2002). Obwohl der Aktivierungsmechanismus von Spike noch unbekannt ist, sind die
Wirkungsweisen von Spike und Bik am ER moglicherweise dhnlich. Die bisher
gewonnenen Daten von Bik passen zu dem oben postulierten Modell des Spike-induzierten

Zelltods iiber einen Faktor X, der die Verbindung zwischen ER und Mitochondrien

98



Diskussion

vermittelt und tiber einen Bax/Bak-dhnlichen Mechanismus den Austritt proapoptotischer

mitochondrialer Faktoren bewirkt.

3.10 Ist Spike ein Tumorsuppressor?

Eine Resistenz gegeniiber Apoptose ist fiir die Vermehrung eines transformierten Klones
bei der Tumorgenese flir die meisten, wenn nicht sogar aller Tumore entscheidend (Strasser
et al., 1997; Jaitteld et al., 1999; Hanahan und Weinberg, 2000). Beim Test der Spike-
Expression von RNA aus normalem Gewebe im Vergleich zu Tumorgewebe (siche Abb.
2.2.17.1) konnte eine signifikante, tumorspezifische Reduktion des Spike-Signals in vier
der statistisch ausgewerteten acht Gewebe beobachtet werden (Abb. 2.2.17.2). LaBt dieses

Ergebnis auf tumorsuppressorische Eigenschaften von Spike schlieBen?

Es gibt Hinweise, da3 Miglieder der Bcl-2-Familie durch ihre pro- oder antiapoptotischen
Eigenschaften EinfluB auf das Tumorwachstum nehmen konnen. So wurde das
antiapoptotische Bcl-2 urspriiglich in B-Zell-Lymphomen identifiziert, dessen Expression
durch eine Gentranslokation hinter den Immunoglobulinpromotor um ein Vielfaches
verstarkt wurde (Tsujimoto et al., 1985). In einigen Tumoren wurde ein Anstieg der
Expression antiapoptotischer Bcl-2-Proteine gefunden, in anderen eine Abnahme
proapoptotischer Proteine. Bax beispielsweise besitzt Tumorsuppressor-Aktivitit, indem es
Apoptose induziert (Yin et al., 1997; Antonsson, 2001). Eine groe Anzahl von Tumoren
enthalten mutiertes p53, das bei der transkriptionellen Regulation der Bax-Expression
beteiligt ist (Hussain und Harris, 2000). Etwa ein Drittel der Brustadenocarcinome zeigen
eine reduzierte Bax-Expression, die mit einer verringerten Reaktion auf Chemotherapeutika
und Uberlebenschancen der Patienten korreliert (Krajewski et al., 1995). Eine verringerte
Bax-Expression verbunden mit einer Verstirkung der Expression antiapoptotischer Bcl-2-
Mitglieder wurde in Patienten mit Dickdarmkrebs detektiert (Krajewska et al., 1996).
AuBerdem enthalten mehr als 50% einer bestimmten Form von Dickdarmkrebs (MMP)

inaktivierende frameshift-Mutationen im Bax-Gen (Rampino et al., 1997).

Interessanterweise konnte wie bei Bax eine Verringung der Spike-Expression in Brust- und

Dickdarmtumoren festgestellt werden. 31% der getesteten Brust- und 33% der
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Dickdarmtumore zeigen eine signifikant reduzierte Spike-Expression. Noch deutlicher
waren die Daten in Lunge (43%) und Niere (40%). Dennoch sollten diese Daten nur als
Anbhaltspunkte zur Verdeutlichung eines generellen Trends dienen. Es ist unklar, ob es bei
der Aufarbeitung der Proben fiir diesen Northern-Blot tiberhaupt moglich ist, eine exakte
Vergleichbarkeit der Signale zu gewéhrleisten. Wenn die Expression eines Genes in
spezifischen Subgeweben (beispielsweise der Niere) variiert, kann der
Expressionsvergleich zu Tumorgewebe, das aus einem einzelnen dieser Subgewebe
hervorgegangen ist, zu falschen Ergebnissen fiihren. Auch das Auftreten von Isoformen
verfilscht die Daten eines solchen Blottes, obwohl es keine Hinweise fiir verschiedene
Spike-Isoformen gibt. Andererseits werden mit dieser Methode nur transkriptionelle
Verdnderungen getestet. Potentielle Mutationen, die eine Inaktivierung von Spike
bewirken, gehen in diese Auswertung nicht ein. Der prozentuale Anteil des durch
Expressionsreduktion und Mutationen inaktivierten Spikes in Tumoren konnte also auch

noch hoher sein.

Auf der anderen Seite zeigt ein zwar statistisch geringer, aber dennoch signifikanter Anteil
der Tumore aller hier getesteter Gewebe eine verstirkte Spike-Expression: 10-20%
(Ausnahme: Eierstocke, 36%). Dies konnte aus der oben beschriebenen teilweise nicht
100%igen Vergleichbarkeit der aufgearbeiteten Gewebeproben resultieren. Andererseits
wire es moglich, daB3 dies eine Reaktion auf das Tumorwachstum darstellt und mittels
Aktivierung proapoptotischer Prozesse unter anderem {iiber eine verstiarkte Spike-
Expression ein Fortschreiten des Tumorwachstums unterbunden werden sollte. Dabei
waren die Spike-vermittelten Apoptosewege entweder blockiert und dadurch unwirksam
oder die Apoptose hatte zum Zeitpunkt der Probenentnahme noch nicht eingesetzt. Eine
derartige Reaktion der Zelle wurde beispielsweise in Patienten mit dilatierter
Cardiomyopathie und Herzinfakt beobachtet. In beiden Féllen sind in den betroffenen
Zellen die Proteinlevel der proapoptotischen Bcl-2-Mitglieder Bax und Bak erhoht, was mit
einer verstirkten Zelltodrate korreliert (Latif et al., 2000; Antonsson, 2001).

Die chromosomale Position von humanem Spike auf dem kurzen Arm des Chromosom 9

(p12) 148t keine Aussagen iiber die Tumorigenitit einer Spike-Inaktivierung analog der
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Situation von Bcl-2 in B-Zell-Lymphomen zu. Die Chromosomenregion 9p12 ist kein
bekannter soganannter Aot spot fiir Chromosomaberrationen. Dennoch werden eine Anzahl
von Tumoren mit dieser Region in Verbindung gebracht, wie aus statistischen Erhebungen
einer Korrelation von Tumoren mit chromosomalen Regionen ersichtlich ist

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/HsChr9.shtml) (Mitelman et al., 1997).

Insgesamt wire es durchaus moglich, da Spike in bestimmten Tumoren direkt oder
indirekt als Tumorsuppressor wirkt. Eine Reduktion der Spike-Expression oder auch eine
Inaktivierung von Spike iiber Mutationen ist denkbar. Wie in dieser Arbeit demonstriert
wurde, resultiert dies in einer verringerten Sensitivitit der Zelle auf extrazellulédre
Todessignale wie Fas. Im Zusammenspiel mit anderen tumorigenen Signalen und
inaktivierten Apoptosewegen kommt es dadurch zu einer Férderung, bzw. zur fehlenden

Hemmung des Tumorwachstums.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine bislang nicht genauer beschriebene cDNA
biochemisch und molekularbiologisch genauer charakterisiert, die mit Hilfe eines speziell
zur Identifikation dominanter, Apoptose-induzierender Gene entwickelten genetischen
Expressionsscreens detektiert wurde (Grimm und Leder, 1997). Der ORF kodiert fiir ein
unbekanntes BH3-on/y-Protein von 219 Aminoséureresten (Spike), das in humanen Zellen

schnell und effizient Apoptose induzieren kann.

Die Apoptose-induzierende Funktion von Spike greift vermutlich auf einen evolutiv
konservierten Mechanismus zuriick, da auch die homologen C. elegans— und D .
melanogaster—Proteine nach transienter Transfektion in Sédugerzellen deren Tod
verursachen. Dabei induziert Spike Caspase-abhéngige Apoptosewege. Nach der Hemmung
Caspase-vermittelter Merkmale wie die Bildung apoptotischer Korperchen (membrane
blebbing), DNA-Fragmentierung oder Caspase-3-Aktivierung mit zVADfmk, wird
auBerdem die Auspriagung eines Caspase-unabhdngig initiierten Phadnotyps deutlich.
Zusitzlich aktiviert Spike proapoptotische mitochondriale Ereignisse, es kommt zu einer

Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials und zum Austritt von Cytochrome c.

Spike wird in den meisten der getesteten Gewebe und Zelltypen exprimiert, obwohl die
Expressionsstirke sehr stark variiert. Im Northern-Blot konnten vergleichsweise hohe
Expressionslevel an Spike-mRNA in Niere, Placenta, Herz und Leber detektiert werden,
kein Signal wurde in peripheren Blut-Leukozyten deutlich. Das breite Expressiosspektrum
unterstreicht das Potenzial von Spike, als genereller Apoptoseregulator zu wirken und 146t
eine Regulation der Spike-Aktivitdt auf posttranslationeller Ebene vermuten. Unterstiitzt
wird diese Vermutung durch das Auftreten eines 33 kD-Signals in Immunoblot-Analysen,

welches in seiner Intensititsstiarke zu p31 in Abhingigkeit vom Zelltyp variiert.

Die N-terminalen 19 Aminoséurereste sind fiir die subzelluldre Verteilung von Spike am
ER verantworlich, die zwei coiled-coil-Doménen in der Spike-Sequenz vermitteln dessen

Selbstassoziation. Das BH3-Motiv ist fiir die proapoptotische Aktivitdt von Spike
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notwendig. Die Deletion dieses Motivs bzw. Punktmutationen konservierter Reste
reduzieren drastisch die Zelltod-induzierende Wirkung von Spike. Obwohl die BH3-
Doméne notwendig fiir die proapoptotische Aktivitit ist, wurde im Gegensatz zu anderen
BH3-only-Proteinen keine Assoziation von Spike mit den antiapoptotischen Mitgliedern

der Bcl-2-Familie Bel-2 oder Bel-Xj, detektiert. Spike konnte wie Bok selektiv nur mit

bestimmten (hier nicht getesteten) Bcl-2-Mitgliedern interagieren.

Spike interagiert mit Bap31, welches am ER einen Proteinkomplex bildet, der Procaspase-
8L sowie die antiapoptotischen Mitglieder der Bel-2-Familie Bel-2 bzw. Bel-X1 enthilt.

Die Spike-vermittelte Apoptose beinhaltet eine Caspase-abhéngige Prozessierung von

Bap31, was indirekt eine Aktivierung von Procaspase-8L hindeutet. Die Assoziation von
Spike mit Bap31 reduziert drastisch eine gleichzeitige Interaktion von Bel-X mit Bap31.
Dies fiihrte zur Postulierung eines Modells, wonach eine Aktivierung von Spike auf einen
spezifischen Apoptosestimulus hin zu einer Verdrangung von Bcl-X1 am Bap31-Komplex

fiihrt, das diesen Komplex in einem inaktiven Zustand gehalten hatte. Da jedoch diese
Verdringung unabhidngig vom BH3-Motiv stattfindet, aber ein Grofteil der Apoptose-
induzierenden Aktivitit durch diese Doméne vermittelt wird, kommt es moglicherweise zur
BH3-abhdngigen Aktivierung eines ,,Faktor X*, der das auf molekularer Ebene bisher nicht
identifizierte Bindeglied zwischen Endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien

darstellen konnte.

Spike ist in HeLa-Zellen an der Fas-induzierten, nicht jedoch an der TNFo-vermittelten
Apoptose beteiligt, wie mit Hilfe eines dominant-negativ wirkenden Spike-Konstruktes
(AN19) und eines Antisense-Oligonukleotids gegen Spike nachgewiesen wurde. Zusétzlich
konnte eine signifikante, tumorspezifische Reduktion des Spike-Signals in spezifischen
Tumoren beobachtet werden, welches in einer verringerten Sensitivitit der Zellen auf
extrazellulire Todessignale wie Fas resultiert und somit zu einer Forderung, des

Tumorwachstums beitragen kann.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien und Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in Analyse-
Qualitdt von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), SERVA
(Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Das in dieser Arbeit verwendete Wasser wurde
iiber eine ,,Purelab Plus UV/UF”-Filteranlage der Firma USF (Ransbach-Baumbach)

aufbereitet. Es wird im folgenden als ddH,O bezeichnet.

5.1.1 Radiochemikalien

Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

bezogen: Cytosine 5’-[0.->*P]triphosphat, Triethylammoniumsalz, 3000 Ci/mmol, 50 pCi/ul

5.1.2  Verbrauchsmaterial

Einmalkunstoffwaren wurden von den Firmen B. Braun (Melsungen), Becton Dickinson
(Heidelberg), Biozym Diagnostik (Hess. Oldendorf), Brand (Wertheim), Eppendorf
(Hamburg), Greiner (Frickenhausen), Josef Peske (Aindling-Pichl), Sarstedt (Niimbrecht),
und Zinsser Analytic (Frankfurt) bezogen. Lieferanten fiir Gewebekulturgefafie waren die
Firmen Becton Dickinson (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden).
Eimalkaniilen wurden von der Firma Terumo (Frankfurt), Einmalhandschuhe von der
Firma Semperit (Wien) geliefert. Sterilfilter stammten von den Firmen Millipore
(Eschborn), Pall (Dreieich) und Renner (Dannstadt). Die Transfermembran (PVDF-
Membran) war von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg). Es wurden
verschiedene Rontgenfilmtypen der Firma Kodak (Stuttgart) eingesetzt: BioMax MS und
BioMax MR.

5.2 Plasmide
pcDNA3 Eukaryontischer Expressionsvektor, CMV-Promoter ermoglicht die

Expression rekombinanter DNA in eukaryontischen Zellen

(Invitrogen,Heidelberg)
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pcDNA3HA

pcDNA3myc

pcDNA3-YFP

pGEX4-T1

pBTM116

pVP16

GFP-pLantern

Bax-HA

Bcl2-HA

Bcl-XL-HA

Bap31-HA/myc

Eukaryontischer Expressionsvektor, trigt die kodierenden Sequenzen

fiir einen C-terminalen HA-Tag

Eukaryontischer Expressionsvektor, trigt die kodierenden Sequenzen

fiir einen C-terminalen myc-Tag

Eukaryontischer Expressionsvektor, trigt die kodierenden Sequenzen

fiir einen C-terminalen YFP-Tag (Alexis Schubert, Clontech)

Prokaryontischer Expressionsvektor, trigt die kodierenden

Sequenzen fiir einen N-terminalen GST-Tag (Amersham-Pharmacia)

Yeast-Two-Hybrid-Vektor, triagt die kodierenden Sequenzen fiir die
DNA-Bindungsdomidne des Hefe-Transkritptionsfaktors LexA
(Stratagene)

Yeast-Two-Hybrid-Vektor, triagt die kodierenden Sequenzen fiir die
Aktivierungsdomdne des Hefe-Transkritptionsfaktors LexA

(Stratagene)

Eukaryontischer Expressionsvektor, trigt die kodierenden Sequenzen

fiir GFP (GibcoBRL)

Eukaryontischer pcDNA3-Expressionsvektor, triagt die kodierenden

Sequenzen fiir humanes Bax (Manuel Bauer)

Eukaryontischer pcDNA3-Expressionsvektor, trigt die kodierenden

Sequenzen fiir humanes Bcl2 (Thomas Mund)

Eukaryontischer pcDNA3-Expressionsvektor, trigt die kodierenden
Sequenzen fiir humanes Bcl-XL (Thomas Mund)

Eukaryontischer pcDNA3-Expressionsvektor, triagt die kodierenden

Sequenzen fiir humanes Bap31 (Thomas Mund)

pBluescript II KS (-) Stratagene
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5.3 DNA-Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) und von der
DNA-Oligonukleotid-Seviceeinheit am MPI fiir Biochemie (Abt. Oesterhelt) bezogen. Alle
Konstrukte wurden sofern nicht anderweitig angegeben in den pcDNA3- oder pcDNA3A—

(ohne Neomycin-Resistenzgen) Vektor kloniert.

Name Herkunft | Sequenz (5°— 3’)
Spike-ORF Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
(aus screen) | revs ATAGTTAGCGGCCGCCTACGAAGCGGGAATCTG

HindIII-Notl

Spike-ORF ohne | Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGAACCGATTCTTCGGAAAAGCG

ATG rev, ATAGTTAGCGGCCGCCTACGAAGCGGGAATCTG
HindIII-Notl

Spike-(HA,myc) | Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCCGAAGCGGGAATCTGCGGCAG
HindIII-Notl

AN-19 (HA,myc) | Maus cDNA | for,
CCCAAGCTTGGGGGCGACATGTGCATTGGGACGGTGGATAGC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCCGAAGCGGGAATCTGCGGCAG
HindIII-Notl

AN-92 (HA,myc) | Maus cDNA | for,
CCCAAGCTTGGGGGCGACATGAATTACACCATCCAGTCACTA
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCCGAAGCGGGAATCTGCGGCAG
HindIII-Notl

AC-181(HA,myc) | Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCGCTATCTTCATCAGCCAGAAG
HindIII-Notl

AC-154(HA,myc) | Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCGTAGCTGCGGCCCAGGGCTTC
HindIII-Notl

AC-93 (HA,myc) | Maus cDNA | for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCAGCTTGCTCCATGTTAAAGGA
HindIII-Notl

AN-19/AC-181 Maus ¢cDNA | for,

(HA,myc) CCCAAGCTTGGGGGCGACATGTGCATTGGGACGGTGGATAGC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCGCTATCTTCATCAGCCAGAAG
HindIII-Notl

AN-19/AC-154 Maus cDNA | for,
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(HA,myc)

CCCAAGCTTGGGGGCGACATGTGCATTGGGACGGTGGATAGC
rev, TAGTGCATGCGGCCGCCGTAGCTGCGGCCCAGGGCTTC

HindlIII-Notl

L170A

Maus cDNA

for- intern, TTAGATGCGGCTGGCGATGAG

rev-intern, CTCATCGCCAGCCGCATCTAA

for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

L170E

Maus cDNA

for- intern, TTAGATGCGGAGGGCGATGAG

rev-intern, CTCATCGCCCTCCGCATCTAA

for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

G171R

Maus cDNA

for- intern, GATGCGCTGCGCGATGAGCTT

rev-intern, AAGCTCATCGCGCAGCGCATC

for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

DI172N

Maus cDNA

for- intern, GCGCTGGGCAACGAGCTTCTG

rev-intern, CAGAAGCTCGTTGCCCAGCGC

for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

L174A

Maus cDNA

for- intern, GGCGATGAGGCGCTGGCTGAT

rev-intern, ATCAGCCAGCGCCTCATCGCC

for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

LL174/5RR

Maus cDNA

for- intern, CTGGGCGATGAGCGCCGGGCTGATGAAGAT
rev-intern, ATCTTCATCAGCCCGGCGCTCATCGCCCAG
for-extern, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAACCGATTCTTC
rev-extern, CCCTCGAGGGCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
HindlIII-Xhol

humane Spike

cDNA

HeLa-cDNA
(Thomas
Mund)

for, CGGGATCCCTTCGCGGCTGCTCAAGATGA
rev, CGGAATTCCAATAATGGACACAGTAACGA
BamHI-EcoRI

D. melanogaster-

Spike ORF

D.melanoga-
ster-cDNA
(Thomas
Mund)

for, CCCAAGCTTGGGGGCGACATGAATCGCCTTTTTGGTCGT

rev, CCCTCGAGGGCTATGTGGTCTTCAGCGATGT
HindIII-Xhol

107



Material

C.elegans-Spike C.elegans- for, CCCAAGCTTGGGGCCAAGATGAATCGGATTTTTGGAACA
ORF cDNA (Ralf | eV ATAGTTAGCGGCCGCTTATGCTGGTAATTTCGGCAG
Schnabel, HindIII-Notl
Braun-
schweig)
C.elegans-Spike dto. for, CCCAAGCTTGGGAATCGGATTTTTGGAACAGGAAAG
ORF ohne ATG rev, ATAGTTAGCGGCCGCTTATGCTGGTAATTTCGGCAG
HindIII-Notl
GST-Spike Spike-ORF Subkloniert aus Spike-ORF ohne ATG HindIII-Xhol in pBluescript II
ohne ATG KS, anschl. EcoRI-Xhol in pGEX4T-1
Bcl2 (HA,myc) Plasmid for, CGGAATTCGGAAATATGGCGCACGCTGGGAGAACA
(Stefan rev, TAGTGCATGCGGCCGCCCTTGTGGCCCAGATAGGCACC
Grimm) EcoRI-Notl
Bcl-XL Plasmid for, CGGAATTCGGAAATATGTCTCAGAGCAACCGGGAG
(HA,myc) (Stefan rev, TAGTGCATGCGGCCGCCTTTCCGACTGAAGAGTGAGCC
Grimm) EcoRI-Notl
Bap31 HeLa-cDNA | for, CGGAATTCAACAGGATGAGTCTGCAGTGG
(HA, myc, YFP) (Thomas rev, TAGTGCATGCGGCCGCCCTCTTCCTTCTTGTCCATG
Mund) EcoRI-Notl
Caspase-resistent | Bap31 for, CGGAATTCAACAGGATGAGTCTGCAGTGG (extern)
Bap31 (HA,myc) | (HA,myc) 2, GCTGCTGTTGCAGGAGGCAAG (intern D164A)
(D164A,D238A) 3, CTTGCCTCCTGCAACAGCAGC (intern D164A)
rev,
TAGTGCATGCGGCCGCCCTCTTCCTTCTTGTCCATGGGACCAG
CTACTGCAGC (extern inclusive D238A) EcoRI-Notl
LexA- Bcl-XL for, CGGAATTCTCTCAGAGCAACCGGGAG
BelXLAC213 (HA,myc) rev, CGGGATCCTCAGCGGTTGAAGCGTTCCTG
(pPBTM116) EcoRI-BamHI
VP16-BclXL Bcl-XL for, TAGTGCATGCGGCCGCTATCTCAGAGCAACCGGGAGCTG
(pVP16) (HA,myc) rev, CGGAATTCTCAGCGGTTGAAGCGTTCCTGGCC
Notl-EcoRI
VP16-Bcel2 Bcl-2 for, TAGTGCATGCGGCCGCTAGCGCACGCTGGGAGAACAGGG
(pVP16) (HA,myc) rev, CGGAATTCTCAAGTCTTCAGAGACAGCCAGGA
Notl-EcoRI
BaxAN40-AC172 | Bax for, CGGAATTCGAGACACCTGAGCTGACCTTG
(pBTM116) (HA,myc) rev, GACCGCGTCGACTCACTGCCATGTGGGGGTCCCGAA
EcoRI-Sall
LexA-Spike Spike for, CGGAATTCAAGCGATTCTTCGGAAAAGCG
(pBTM116) (HA,myc) rev, CGGGATCCTCAGCTATCTTCATCAGCCAG
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EcoRI-BamHI

VP16-Spike
(pVP16)

Spike
(HA,myc)

for, TAGTGCATGCGGCCGCTAAAGCGATTCTTCGGAAAAGCG
rev, CGGAATTCCTACGAAGCGGGAATCTGCGG
Notl-EcoRI

Spike Antisense
(AS) 1

CGAAGAGTCGGTTCATCTTGAGC

Spike AS 2 GCTTGTTCCATGTTGAATGACTG
Spike AS 3 CAAATCTATGAAGCAGGGATC
Spike AS 4 CTTTGGTCTTATCCAAATTTAC

Mismatch AS 2

GCTTATTTTATATTGAATAACTG

5.4 Molekulargewichts- und Langenstandards

Rainbow Protein Marker, Protein Gréf3enstandard Life Technologies, Karlruhe

100 bp SmartLadder SF, DNA GroBenstandard Eurogentec, Seraing (Belgien)

1 kb SmartLadder, DNA GrofBenstandard

Eurogentec, Seraing (Belgien)

5.5 Reagenzien und Reaktions-Sets (,,Kits*)
Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR-Mix  Applied Biosystems, Foster City ,USA

BioRad Protein Microassay

Caspase-3 Activity assay

BioRad, Miinchen

Roche, Mannheim

Complete without EDTA, Proteaseinhibitor-Mischung Roche, Mannheim

Desoxynucleotide Set

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DiOCg (3,3 -dihexyloxacarbocyanine iodide) Molecular Probes, USA

Effectene Transfection Reagent

Freund's Adjuvant, incomplete

QIAGEN, Hilden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GeneAmp RNA PCR Kit Perkin Elmer Cetus, USA
Glow, mounting medium Energene, Regensburg
Long Template PCR Kit Roche, Mannheim
QIAGEN Plasmid Kit (Mini, Midi,Maxi) QIAGEN, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden
RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden
Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe
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Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate Pierce, Rockford, USA
Sure Clone Ligation Kit Pharmacia, Freiburg
TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, Niederlande
TiterMax Gold, Adjuvant CytRxCorporation, Norcross, USA
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, Niederlande

5.6 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen Calbiochem-Novabiochem GmbH (Bad Soden), New
England Biolabs (Schwalbach/Taunus), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Promega
(Mannheim), QIAGEN (Hilden), Roche (Mannheim) und Stratagene (Heidelberg) bezogen.
Sofern nicht anders angegeben, wurden die vom Hersteller angegebenen

Reaktionsbedingungen gewéhlt.

5.7 Puffer und Losungen

Amidoschwarz-Farbelosung 0,2% Amidoschwarz 10B, 10% (v/v) Methanol, 2%
(v/v) Essigsiure

Blocklésung A 5% (w/v) Milchpulver in TBS/T

Blocklésung B 2% (w/v) BSA in PBS

complete ohne EDTA, 50 x 1 Tablette ,,complete without EDTA”-
Proteaseinhibitor-Mischung (Roche) in 1 ml ddH,O

Coomassie-Féarbelosung 50% (v/v) Methanol, 10% Essigsaure, 0,1% (w/v)
SERVA Blue R (SERVA)

DNA-Auftragspuffer, 6 x 10 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, 1% SDS (w/v), 30%
(w/v) Glyzerin, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, pH 8,0

IP-Puffer 150 mM NacCl, 50 mM Tris, pH 7,4, 0,2% (v/v),

Igepal, ] mM EDTA und 1,5 mM MgCl,
Lysepuffer 150 mM NacCl, 50 mM Tris, pH 7,4, 0,2% (v/v),
Igepal, | mM EDTA und 1,5 mM MgCl,

P1 50 mM Tris/HCL, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase
A, pH 8,0
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P2
P3
Paraformaldehyd-Losung

PBS

PBS-T
PI-Lysepuffer:

Ponceau-Férbelosung
SDS-Elektrophoresepufter
SDS-Probenpuffer, 10 x

SDS-Probenpuffer, 2x

SDS-Sammelgelpuffer, 4 x
SDS-Trenngelpuffer, 4 x
SSC, 20 x

TAE-Puffer, 5 x
TBS
TBS/T-Puffer

TE
Triton-X-100-Losung

Transferpuffer

TSS

200 mM NaOH, 1% SDS

3 M K-Azetat, pH 5,5

37 % (w/v) Paraformaldehyd dunkel bei 4°C gelagert,
Arbeitslosung: 3,7% in PBS

140 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPOy, 1,8
mM KH;,POy4, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

0,05% Tween-20 in PBS

20 pg/ml Propidium iodid, 0,1% (w/v) NasCitrat,
0,1% Triton X-100 in PBS

0,1% Ponceau S, 1% (v/v) Essigséure

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

209 mM Tris/HCI, 41% (w/v) Glyzerin, 7,7% (w/v)
SDS, 0,003% (w/v) Bromphenolblau, 17 % (v/v) B-
Mercaptoethanol, pH 6,8

125 mM Tris/HCI, 17 % (w/v) Glyzerin, 4,1% SDS,
0,001% (w/v) Bromphenolblau, 2% (v/v)
B—Mercaptoethanol, pH 6,8

0,5 M Tris/HCI, 0,4% (w/v) SDS, pH 6,8

1,5 M Tris/HCI, 0,4% (w/v) SDS, pH 8,8

0,3 M Trinatriumcitrat, 3 M NaCl, pH 7,0 eingestellt
mit HCI

450 mM Tris, 450 mM Borsdure, 10 mM EDTA

20 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5

150 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 0,05%
Tween 20

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

0,2% (w/v) Triton-X-100 in PBS

47,9 mM Tris, 38,6 mM Glycin, 0,037% (w/v) SDS,
20% (v/v) Methanol

10% (w/v) Polyethylenglykol 6000, 5% (v/v) DMSO,
50 mM MgCl, in LB-Medium
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Vorhybridisierungslosung

5.8

5.8.1
BL21

DH5x

SURE

5.8.2

1 M NaCl, 10% (w/v) Dextransulfat, 1% (w/v) SDS,
0,01% (w/v) Heringssperma-DNA

Organismen und Zellinien

Bakterienstimme
e 14 (McrA) A (merCB-hsdsMR-mrr) 171 end AlsupE44thi-
1gyrA96 relAl lac recB rec) sbcC umuC::Tn5 (Kan') uwrC (F
proAB lacl 9, AM15 Tnl0 (Tet))"
F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17 (rg’ mg ) supE44 X thi-1 gyrA96 relAl
BF dem ompT hsdS (rB-mB-) gal

Eukaryontische Zellinien

293T
B9/B30
BHK
CHO
HeLa
HelLa 0
Jurkat
L929
McARH7777
MCEF7
NIH3T3
NRK
PC3
Raji
Ratl

Human Embryonic Kidney
Chinese Hamster Lung Fibroblasts
Baby Hamster Kidney

Chinese Hamster Ovary

Cervix Carcinoma

Cervix Carcinoma, ohne mitochondriale DNA
Human T cell Leukemia

Mouse Fibroblasts

McArdle Rat Hepatoma

Human Breast Adenocarcinoma
Mouse Fibroblasts

Normal Rat Kidney

Prostate Carcinoma

Burkitt’s Lymphoma

Rat Fibroblasts

Die Zellinien wurden in DMEM (LifeTechnologies) mit den Zusdtzen L-Glutamin,

Natriumpyruvat und Penicillin/Streptomycin kultiviert, entweder mit 5% (293T) oder 10%

fotalem Kélberserum (Sigma-Aldrich) versetzt.
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5.9 Medien und Medienzusatze

5.9.1 Medien fiir die Bakterienkultur
LB-Medium 1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1%(w/v) NaCl
Superbroth-Medium 3,5% (w/v) Bactotrypton, 2% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl
SOC-Medium 2% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5
mM KCl, 10 mM Mg CI2, 10 mM MgSO04, 20 mM Glucose

Festmedien wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt. Selektionsmedien

enthielten 100 _g/ml Ampicillin oder 50 _g/ml Kanamycin.

5.9.2  Medien und Losungen fiir die Hefekultur

YPD: 10g Yeast Extract, 20g Peptone, 20g Glucose ad 1000 ml Bidest, fiir
Platten: +16 g/l Bacto-Agar

10x DO: 300 mg/1 L-Isoleucin (Sigma)
1500 mg/l L-Valin (Sigma)
200 mg/l L-Adenin hemisulfat (Sigma)
200 mg/l L-Arginin . HCI (Sigma)
200 mg/1 L-Histidin . HCI (Sigma)
1000 mg/I L —Leucin (Sigma)
300 mg/l L-Lysin (Sigma)
200 mg/l L-Methionin (Sigma)
500 mg/l L-Phenylalanin (Sigma)
2000 mg/1 L-Threonin (Sigma)
200 mg/l L-Tryptophan (Sigma)
300 mg/1 L-Tyrosin (Sigma),
200 mg/1 L-Uracil (Sigma)

Ausgehend vom 10x DO-Medium konnten die erforderlichen Selektionsmedien durch

Auslassen der jeweils nicht erwiinschten Aminoséuren erhalten werden:
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10x DO — H: ( Histidin defizient )
10x DO - L: ( Leucin defizient )
10x DO - THULL: ( Tryptophan-, Histidin-, Uracil-, Leucin-, Lysin-defizient )

SD-Medien fiir die Hefekultur:

1M Lithiumacetat:

50% PEG:

Yeast Lysis Solution:

Carrier-DNA:

6,7 g Difco Yeast Nitrogen Base (Difco)

20 g Glucose, 100 ml 10x DO (-H; -L; -THULL; TL)
in 900 ml Bidest 16sen, pH 5,6 eingestellt,
autoklaviert: 15 min bei 121°C

10,2 g Lithiumacetat ad 100 ml Bidest, pH zwischen
8,4 und 8,9 autoklaviert oder sterilfiltriert

50 g PEG 3350 wurde mit 35 ml Bidest versetzt. Die
Losung wurde auf 100 ml mit Bidest aufgefiillt und

anschliefend autoklaviert.

2% Triton X — 100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris pH 8,0, 1,0 mM EDTA

1,184 ml Sigma Salmon Testes (9,5 mg/ml), 1,316 ml
Bidest, 20 min bei 100°C denaturieren und
anschlieSend sofort auf Eis abkiihlen

5.9.3  Medien fiir die eukaryontische Zellkultur
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) LifeTechnologies, Karlsruhe

Fotales Kilberserum (FCS) und
L-Glutamin (100 x)
Natriumpyruvat (100 x)
Penicillin/Streptomycin (100 x)
Trypsin/EDTA (10 x)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
LifeTechnologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
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5.10

Antikorper und Antiseren

Im folgenden sind die verwendeten Antikorper und Antiseren angegeben. Auf die

Herstellung und Reinigung von Antiseren wird im Methodenteil eingegangen. Sekundére

Antikorper fiir Western-Blots und Immunfluoreszensmikroskopie wurden von Sigma

bezogen.
Name Antigen Herkunft Referenz/Hersteller
9E3 HA-Tag Ratte, monoklonal Roche, Mannheim
9E10 Myc-Tag Maus, monoklonal Roche, Mannheim
anti-Spike Murines Spike Kaninchen, polyklonal | diese Arbeit (4.7)

Mund, T. et al., (2002)

anti-Bax Humanes Bax Kaninchen, polyklonal | Santa Cruz
anti-Bcl2 Humanes Bcl2 Kaninchen, polyklonal | Santa Cruz

anti-Cytochrome
c

Humanes-
Cytochrome ¢

Maus, monoklonal

PharminGen Europe

anti-Tim23 Humanes Tim23 | Maus, monoklonal Transfection Laboratories
anti-GFP GFP Kaninchen, polyklonal | Santa Cruz
anti-Fas Humanes Fas Maus, monoklonal Kamiya Biomedical, USA
(CH-11)
anti-mouse IgG Ziege, polyklonal Sigma
Peroxidase-
conjugate
anti-rabbit [gG Ziege, polyklonal Sigma
Peroxidase-
conjugate
anti-rat [gG Esel, Roche,
Peroxidase- Ziege polyklonal Sigma
conjugate
anti-myc IgG Maus, monoklonal Roche, Mannheim
Peroxidase-
conjugate
anti-mouse IgG Ziege, polyklonal Roche, Mannheim
Rhodamine-
conjugate
anti-rabbit [gG Ziege, polyklonal Amersham Pharmacia, Freiburg
AlexaGreen-
conjugate
5.11  Sonstiges
Gerite Hersteller

Brutschrinke & Inkubatoren:

Heraeus, Hanau
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Inkubationsschiittler / Elektrophoresekammern:
Power-Supply fiir die Gelelektrophorese:
Electrophoresis Power Supply EPS 600
Mikroskope: Axiovert 25
Fluoreszenzmikroskop: IM-35

Kiihlzentrifugen: 5417 R, 4K15, RC 5B Plus

Axiophot

Pipetten:

Tischzentrifugen: 5417 C

UV-Tisch: UVT-14L, Eagle Eye
Vakuumzentrifuge: Concentrator 5301
Spektrophotometer: DU 530

PCR: Mastercycler Gradient,
Mastercycler Personal
Rontgenfilme: Biomax MR-1
Whatman-Papier: 3 MM Filterpapier
Ultraschallgerit: Cell Disruptor B15
Glasdouncer: Glas Col 009CS38

(Eigenbau) MPI-Werkstatt

Pharmacia Biotech
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Eppendorf, Sigma, Sorval
Gilson (USA)
Eppendorf
Herlolab, Stratagene
Eppendorf
Beckman
Eppendorf
Eppendorf

Kodak

Whatman

Branson

Cole-Parmer Instrument Co
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6 Methoden

Die aufgefiihrten Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus Sambrook et al.
(1989), Current Protocols in Molecular Biology, Current Protocols in Protein Science und

Current Protocols in Cell Biologie abgeleitet.

6.1 Molekularbiologische Methoden

6.1.1  Nukleinsiure-Fillung
Eine wissrige DNA-Losung wurde mit 3 M Natriumazetat-Losung (pH 5,2) auf eine

Endmolaritdt von 0,3 M eingestellt und mit dem 2,5fachen Volumen Ethanol oder dem
0,7fachen Volumen Isopropanol versetzt. Die Fallung der Nukleinséduren erfolgte fiir
mindestens 30 min bei -20°C. Das Prizipitat wurde durch 20miniitige Zentrifugation bei
13000 g pelletiert, mit ausgefallenes Salz durch Behandlung mit 70% Ethanol aus dem
DNA-Prizipitat entfernt. Die durch erneute Zentrifugation pelletierte Nukleinsdure wurde
an der Luft oder im Vakuum getrocknet und in einem geeigneten Volumen ddH20O oder

TE-Puffer aufgenommen.

6.1.2  Bestimmung der Nukleinsiiure-Konzentration

Die DNA-Konzentrationen einer walBriger Losungen wurden spektralphotometrisch
bestimmt. Dafiir wurde die Extinktion einer verdiinnten Nukleinsdurelosung bei 260 nm im
Spektralphotometer (Spectrophotometer DU 530, Beckman, Miinchen) gemessen. Eine
Extinktion von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ul fiir doppelstriangige
DNA. Das Verhiéltnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 nm ist ein MaB fiir die Reinheit
einer Nukleinsdurelosung und sollte fiir DNA bei etwa 1,8 liegen (gilt fiir Losungen mit pH

8,0).

6.1.3  Priiparation von Plasmid-DNA

Zur Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus E.coli wurden 2 ml LB-Medium in
einem 15 ml Falcon-Gefal3 mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft und iiber Nacht
bei 37°C geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde 5 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Das
Bakterien-Pellet wurde in 150 pl Puffer P1 resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-
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Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach Zugabe von 150 ul alkalischer Losung P2 wurde das
Gemisch vorsichtig invertiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden 150 ul eisgekiihlter Puffer P3 zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt
und 10 min auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine und die Bakteriendebris wurden
abzentrifugiert (10 min, 13000 g, 4°C) und die Plasmid-DNA mit 400 ul Isopropanol aus
dem Uberstand ausgefillt. Die Plasmid-DNA wurde durch 10miniitige Zentrifugation bei
13000 g und RT sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen, an der Luft oder im Vakuum
getrocknet und in 25 pul ddH20 gelost.

Zur Isolierung groferer Mengen reiner, intakter Plasmid-DNA wurde das ,,Maxi-Plasmid
Purification Kit*“ der Firma QIAGEN nach den Empfehlungen des Herstellers eingesetzt.
Dafiir wurden 100ml Bakterienkultur verwendet. Diese DNA wurde zur Transfektion von

Gewebekulturzellen eingesetzt.

6.1.4  Isolierung von Plasmid-DNA fiir Screen

Die Isolierung der DNA wurde wie bei (Neudecker and Grimm, 2000) beschrieben
ausgefiihrt. Es wurden Uber-Nacht-Kulturen von Bakterien in 96-deep well plates (Qiagen,
Hilden) angelegt. AnschlieBend wurden die Bakterien 5 min bei 3000g in einer Sigma-
Kiihlzentrifuge (Sigma 4K15) pelletiert. Die Bakterienpellets wurden in je 170 ul Puffer P1
durch vortexen resuspendiert und anschlieend durch Zugabe von je 170 ul Puffer P2
lysiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Lyse durch Zusatz von 170 ul
Puffer P3 unterbrochen. Die Blocke wurden anschielend 5 min bei 6000 g zentrifugiert und
der Uberstand in frische 96-deep well plates eingebracht. Es wurden je 100(1 Puffer P4
zugesetzt und die Suspension bei 45 min bei 4°C gelagert. AnschlieBend wurden die
Blocke 10 min bei 6000g zentrifugiert. Die Ubestinde wurden in 96-well Polyoxymethyl-
Microtiterplatten eingebracht und es wurden je 150 pl Siliciumdioxidsuspension zugesetzt.
Die Platten wurden 20 min bei RT inkubiert, wodurch die DNA an die Silicaoberfldche
binden konnte. Anschlieend wurden die Platten 5 min bei 6000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand wurde verworfen. Die Silicapellets wurden mit je 400 pl kaltem (-20°C) Aceton
gewaschen und 30 sec gevortext. AnschlieBend wurden die Blocke 3 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Die Platten wurden bei RT fiir 5 min in Vakuumkammern getrocknet.

Anschliefend wurde die DNA mit je 75 ul 60°C warmem Bidest eluiert. Die Blocke
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wurden 10 min bei 6000 rpm zentrifugiert und die Uberstinde in 96-well Microtiterplatten
iiberfiihrt und anschlieBend bei —20°C gelagert.

6.1.5  Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionspaltungen von DNA erfolgten unter der vom Hersteller fiir die jeweilige
Nuklease angegebenen Puffer- und BSA-Konzentrationen. Pro 1 ug DNA wurden 2 bis 5 U
Restriktionsenzym eingesetzt. Um unspezifische Spaltaktivitit der Endonuklease zu
verhindern, wurde darauf geachtet, dal das Reaktionsvolumen mindestens das 10fache der
in Glyzerin gelosten Enzyme war. Die Dauer des Restriktionsspaltung betrug mindestens 2
h bei der vom Hersteller fiir das jeweilige Enzm angegebenen optimalen Temperatur. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1/5 Volumen 6 x DNA-Auftragspuffer beendet. DNA-
Doppelspaltungen erfolgten nach den Angaben der Herstellers oder wurden, falls dies nicht

moglich war, seriell durchgefiihrt.

6.1.6  Dephosphorylierung von DNA-Enden mit CIAP (calf
intestinal alkaline phosphatase)

Um bei ungerichteten Plasmid-Insert-Ligationen die Religation des Plasmids zu
unterdriicken, wurden die freien Enden des Plasmids vor der Ligation moglichst vollstindig
dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde ohne Pufferwechsel direkt an die
Linearisierung durch die geeignete Restriktionsendonuklease angeschlossen. Dazu wurde
die Restriktionsansatz zunichst 1:1 mit ddH,O verdiinnt und mit 1/9 Volumen 10 x CIAP-
Puffer (Roche) und 3 U CIAP/ug eingesetzes Plasmid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
60 min bei 37°C inkubiert und die Dephosphorylierungsreaktion anschlieend durch 1/5
Volumen 6 x DNA-Auftragspuffer beendet.

6.1.7  Gliitten iiberhingender DNA-Enden

Um iberhdngende 5'- oder 3'-DNA-Enden, einer vorangegangenen
Restriktionsendonukleasen-Spaltung zu glitten, wurde eine DNA-Polymerase I Behandlung
(Klenow-Fragment) der linearisierten DNA durchgefiihrt. Da das Klenow-Fragment unter
den Bedinnungen der Restriktionsspaltung aktiv ist, wurde auf das Umpuffern der DNA
verzichtet. Der Reaktionsansatz wurde auf Eis abgekiihlt und auf eine Endkonzentration

von 25 uM dNTP’s eingestellt. Nach Zugabe von 1 U Klenow-Fragment pro pg
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eingesetzter DNA wurde der Ansatz 30 min bei 14°C inkubiert und anschlieBend zur
Inaktivierung des Klenow-Fragments 10 min bei 75°C erwdrmt. Die DNA wurde
nachfolgend durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und gereinigt oder, sofern dies

erforderlich war, mit einer zweiten Restriktionsendonuklease behandelt.

6.1.8  Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8- bis 2,5%ige Agarose-Gele
verwendet. Zur Préparation des Gels wurde die erforderliche Menge Agarose mit TE-Puffer
versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis eine klare Losung entstand. Die fliissige
Agarose wurde in eine GieBkammer gegossen und ein Kamm zur Aussparung der
Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren der Agarose wurde das Gel in die
Elektophoreseapparatur eingesetzt und mit TE iiberschichtet. Die mit 1/5 Volumen 6 x
DNA-Auftragspuffer versetzten DNA-Proben wurden in die Geltaschen pitettiert und bei
5V/cm aufgetrennt (Elektrophoresis Power Supply EPS300, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg). Die aus der Gelelektrophorese resultierenden DNA-Banden wurden in einer
Ethidiumbromidlosung (1pg/ml Ethidiumbromid in TE-Puffer) fiir 5 min inkubiert und
anschlieBend 10 min in TE-Puffer entfdrbt. Die DNA wurden im UV-Durchlicht sichtbar

gemacht und digital aufgenommen (ImageMaster VDS 1D, Amersham Pharmacia Biotech).

6.1.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Isolierung eines DNA-Fragmentes aus einem Agarose-Gel erfolgte abgewandelt nach
Tautz und Renz (1983). Die DNA-Bande wurde im UV-Durchlicht (365 nm) aus dem Gel
herausprépariert und in ein Eppendorf-Cup tiiberfiihrt. AnschlieBend wurde die DNA mit
dem ,,Qiagen Quick Spin“-Kit nach den Angaben des Herstellers eluiert. Die gesammelte
DNA-TE-Losung wurde entweder direkt weiterverwendet (z.B. Ligation), oder einer

anschlieBenden Isopropanolprézipitation unterzogen.

6.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verkniipfung eines DNA-Fragments mit einem Plasmidvektor {iber kohdsive DNA-
Enden wurden 50 bis 100 ng Plasmid-DNA und ein dreifacher molarer Uberschuf3 des
DNA-Fragments mit 2 pl 10 x Ligasepuffer, 2,5 U T4-DNA-Ligase und ddH,O zu einem
Endvolumen von 20 ul pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde bei RT 1-3 Stunden oder bei
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16°C {iiber Nacht inkubiert. 5 pl der Ligationsreaktion wurden zur Transformation von

Bakterien eingesetzt.

6.1.11 Gesamt-RNA-Isolation aus Sdugerzellen

Gesamt-RNA aus Gewebekulturzellen wurde durch Anionenaustauschchromatographie
mittels des ,,RNeasy Mini Kits* der Firma Qiagen isoliert. Bei der Isolierung von Gesamt-
RNA aus transient transfizierten Zellen wurde die an die Sdulenmatrix gebundene RNA
zusitzlich mit RNase-freier DNase I (RNase-free-DNase-Set, QIAGEN) behandelt um
storende Plasmid-DNA vollstindig zu entfernen. Die RNA wurde mit ddH,O eluiert und
durch Messung der Extinktion bei 260 nm quantifiziert.

6.1.12 Gesamt-RNA-Isolation aus Drosophila melanogaster

Adulte Fliegen (1,6 g) wurden mit fliissigem Stickstoff behandelt und mit einem Morser
homogenisiert. Nach Zugabe von 10 ml Tripure-Reagenz wurde die Suspension in ein 50
ml Falcon-Rohrchen {iberfiithrt und zum Scheren der DNA 5-mal durch eine 22xg-Nadel
gezogen. Das Homogenat wurde anschlieBend auf 2-ml-Eppendorfcups verteilt und die
Gesamt-RNA extrahiert. Dazu wurden jeweils 1/5 Volumen Phenol/Chlorophorm
dazugegeben und 1 min gevortext. Nach 30 min Zentrifugation bei 13.000xg wurde die
DNA im Uberstand mit Isopropanol fiir mindestens 1 h bei —20°C gefillt. Die gefillte RNA
wurde bei 13.000xg fiir 30 min pelletiert und mit 75% Ethanol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wie oben wurde die RNA fiir 45 min bei RT getrocknet und in frischem
Millipore-Wasser gelost (30 min auf Eis, dann vortexen). Ungeldste Bestandteile wurden
durch eine 15 miniitige Zentrifugation bei 13.000xg abgetrennt. AnschlieBend wurde die
RNA-Konzentration bestimmt und bei —80°C gelagert. (Gesamtausbeute aus 1,6 g Fliegen:
3 mg Gesamt-RNA)

6.1.13 Reverse Transkription
Bei der reversen Transkription wurde mRNA mit Hilfe des Enzyms ,Reverse
Transkriptase* komplementiert. Die Reaktion wurde nach den Angaben des Herstellers

(Stratagene, Heidelberg) durchgefiihrt.

Folgender Reaktionsansatz wurde jeweils verwendet:
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Ansatz: 5 ul Gesamt-RNA (etwa 10 ug)
2 ul Oligo dT Primer
2u 0,1 MDTT
4 ul 5x Erststrangpufter
1 ul ANTP-Gemisch (je 0,25 ul 10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

1 ul Reverse Transkriptase Superscript 11

Dieser Ansatz wurde mit sterilem ddH>O zu einem Gesamtvolumen von 20 ul aufgefiillt.

Die Reaktion erfolgte bei 42°C fiir 90 min. Parallel wurden als Negativkontrolle Ansitze
ohne ,,Reverse Transkriptase*“ angesetzt, um eine eventuelle DNA-Kontamination
auszuschlieBen. 1 ul aus den RT-Reaktionen wurde jeweils zur Klonierung spezifischer

cDNA’s in einer anschlieBenden Polymerase Kettenreaktion (PCR) eingesetzt.

6.1.14 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde eine Polymerase Kettenreaktion
(PCR) durchgefiihrt. Fiir einen Standardreaktionsansatz mit einem Endvolumen von 50 pl

wurden 100 ng Plasmid, je 5 pmol der beiden Primer-Oligonukleotide, je 5 nmol der vier
dNTPs, 5 pl 10 x Platinum-Polymerasepuffer, 5 pl Enhancerlosung, 1,5 ul MgCl, (25

mM), 1,5 U Platinum-DNA-Polymerase und das erforderliche Volumen ddH,O gemischt.
Nach einer zweiminiitigen Inkubation bei 94°C durchlief der Reaktionsansatz 25 bis 30
Zyklen, jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 94°C, einer
Hybridisierungsphase von 1 min bei 52-58°C und einer Synthesephase von 2 min/kb des zu
amplifizierenden DNA-Fragments bei 68°C. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf
4°C abgekiihlt. Die jeweiligen PCR-Fragmente wurden anschliefend iiber

Agarosegelelektrophorese aufgereinigt.

6.1.15 Gerichtete in vitro Mutagenese

Die gerichtete In-Vitro-Mutagenese von Plasmiden wurde in abgewandelter Form nach dem
Protokoll des ,,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits*“ der Firma Stratagene iiber
PCR durchgefiihrt. Das Plasmid, in das die Mutation eingefiihrt werden sollte, diente dabei
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als Matrize fiir die Synthese des zu mutagenisierenden Plasmids. Die dabei verwendeten
Primer-Oligonukleotide waren zueinander komplementir und enthielten die gewiinschten
Sequenzinderungen. Fiir einen Standardreaktionsansatz mit einem Endvolumen von 50 pl

wurden 100 ng Plasmid, je 5 pmol der beiden Primer-Oligonukleotide, je 5 nmol der vier
dNTPs, 5 ul 10 x Platinum-Polymerasepuffer, 5 pl Enhancerlosung, 1,5 ul MgCl, (25

mM), 1,5 U Platinum-DNA-Polymerase und das erforderliche Volumen ddH,O gemischt.
Nach einer zweiminiitigen Inkubation bei 94°C durchlief der Reaktionsansatz 25 bis 30
Zyklen, jeweils bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 94°C, einer
Hybridisierungsphase von 1 min bei 52-58°C und einer Synthesephase von 2 min/kb des zu
amplifizierenden Plasmids bei 68°C. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf 4°C
abgekiihlt. Die jeweiligen P CR-Fragmente wurden anschliefend iiber
Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und darauthin direkt ohne Plasmid fiir eine weitere
PCR eingesetzt. Der PCR-Ansatz enthielt die &dufleren Primer-Oligonukleotide und
durchlief zunichst 10 Zyklen mit einer jeweiligen Hybridisierungsphase von 2 min bei
40°C. AnschlieBend durchlief der Reaktionsansatz 25 bis 30 Zyklen bei
Standardbedingungen.

6.1.16 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ,,Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR-Mix"
der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Dieses Reagenz enthélt 7ag-Polymerase,
dNTPs und mit unterschiedlichen Fluorophoren markierte ddNTPs. Zu einem
Standardansatz wurden 4 pmol Primer-DNA-Oligonukleotid, 0,5 ug DNA, 4 ul Mix, und
das zum Endvolumen von 10 ul fehlende Volumen ddH,O gemischt. Nach einer
zweiminiitigen Inkubation bei 96°C, durchlief der Reaktionsansatz 40 Zyklen, jeweils
bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30 s bei 96°C, einer Hybridisierungsphase
von 15 s bei 50°C und einer Synthesephase von 4 min bei 60°C. Die Auftrennung und
Detektion der Reaktionsprodukte wurde von einem hausinternen Service oder einem

kommerziellen Service-Anbieter durchgefiihrt.
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6.1.17 Herstellung von [’P[|-markierten cDNA-Fragmenten fiir
Northern-Blot-Analysen

Radioaktive DNA-Sonden zur Detektion spezifischer RNA-Spezies wurden durch ,,random
prime labelling® mit Hilfe des ,,Prime-a-Gene Labeling Systems* (Promega) synthetisiert.
Zu einem Volumen von 50 pl wurden 20 pl ddH,O, 10 pl 5 x Puffer mit
Zufallshexanukleotiden, 2 pl ANTP-Mix ohne dCTP (je 1,5 mM), 10 pl hitzedenaturierte
DNA-Matrize (25 ng), 2 ul Nuklease freies BSA (10 mg/ml), 5 ul o-[**P]-dCTP (50 pCi,
3000 Ci/mmol), 1 pl Klenow-Fragment (5 U) vereinigt. Das Reaktionsgemisch wurde 30
min bei 37°C inkubiert. Auf diese Weise wurde das HindllI-Xhol-Fragment der humanen
Spike-cDNA und die humane B-Aktin-cDNA markiert. Nicht eingebaute Nukleotide und
Primer-Oligonukleotide wurden mit Hilfe von ,,Micro BioSpin”-Sédulchen (BioRad) durch
Gelfiltration an Sephadex-G25 (Sigma-Aldrich) mit STE als Saulenpuffer entfernt. Das
Eluat wurde auf 200 ul mit TE verdiinnt. Die Inkorporation von Radioaktivitit wurde durch

Messung der Cherenkov-Strahlung von 1 pl des Eluats iiberpriift.

6.1.18 Nachweis membrangebundener RNA mit spezifischen,
[’P]-markierten cDNA-Proben

Vor der Hybridisierung wurde die Blot-Membran mit 2 x SSC benetzt und 1 h bei 65°C in
Vorhybridisierungslosung im Hybridisierungsofen rotiert. Dadurch wurde die Membran mit
unspezifisch bindender DNA abgesittigt. Die DNA-Sonde wurde 10 min bei 95°C
denaturiert, kurz auf Eis abgeschreckt, anschlieBend zu der Vorhybridisierungslosung
gegeben und liber Nacht im Hybridisierungsofen rotierend mit der Membran bei 65°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran bei 65°C zweimal fiir 45 min mit 2 x SSC,
0,1% SDS und einmal fiir 10 min mit 1 x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die Membran wurde
mit 2 x SSC gespiilt und feucht in Plastikfolie eingeschweiflt. Die gebundene Radioaktivitat
wurde durch Autoradiographie bzw. mit einem Phosphorlmager (Fuji BAS-2500, Fujifilm)
sichtbar gemacht und mit der Image Gauge V3.01 Software analysiert. Die Blot-Membran
wurde zur Wiederverwendung in 2 x SSC belassen und bei -80°C gelagert. Sollte die Blot-
Membran mit einer weiteren Sonde untersucht werden, so wurde die erste durch

10miniitige Inkubation in einer kochenden, 0,1%igen SDS-Losung entfernt. Die Membran
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wurde anschlieBend mit 2 x SSC gespiilt und zur Hybridisierung mit der zweiten Sonde

verwendet.

6.2 Methoden der prokaryontischen Zellkultur
6.2.1  Herstellung kompetenter E. coli

6.2.1.1 Herstellung chemokompetenter E. coli
Um transformierbare Bakterien zu gewinnen, wurden 500 pl einer stationidren Kultur von

E. coli DH50, SURE oder BL21(DE3) mit 50 ml LB-Medium verdiinnt und in einem

Schiittelinkubator bis zu einer OD,, von 0,5 bis 0,8 kultiviert. Die Bakterien wurden dann

bei 4°C und 2000 g abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 2 ml eiskalter TSS-Losung
resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 10 min auf Eis inkubiert und anschlieend
mit 500 ul 87% (w/v) Glyzerin vorsichtig gemischt. Die Suspension wurde zu je 100 pl

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

6.2.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli
Fiir die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde nach der Vorschrift von Stratagene

verfahren. 100 ml einer Uber-Nacht-Kultur wurden mit 900 ml frischem LB-Medium
versetzt und bei 37°C und 300 rpm solange wachsen gelassen, bis die ODgyp zwischen 0,5
und 0,7 lag. AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei 5000 rpm 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Pellets wurden in einem Liter eiskaltem Glycerin
(10%) resuspendiert und anschlieBend erneut 15 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde erneut in 500 ml eiskaltem Glycerin (10%) resuspendiert und wie oben
beschrieben zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in 250 ml eiskaltem Glycerin (10%)
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml eiskaltem Glycerin (10%)
resuspendiert, zu je 50 ul aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gefroren. AnschlieBend

wurden die Zellen bei —80°C aufbewahrt.
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6.2.2  Transformation kompetenter Bakterien

6.2.2.1 Transformation chemokompetenter Bakterien
Kompetente Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Dann wurden entweder 5 pl einer

Ligationsreaktion oder 1 pg eines Plasmids zu den Bakterien gegeben und 30 min auf Eis
inkubiert. Das Bakterien/DNA-Gemisch wurde fiir 90 s bei 42°C inkubiert (Hitzeschock)
und danach sofort fiir 2 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 400 ul SOC-Medium
zugegeben und fiir 30 bis 60 min bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde kurz
abzentrifugiert (1 min, 5000 rpm) und das Bakterienpellet auf vorgetrocknete Agar-
Selektionsplatten ausplattiert. Die Inkubation der Selektionsplatten erfolgte bei 37°C bis zu
24h.

6.2.2.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien
Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und zu 50 pl Bakteriensuspension

mindestens 20 ng des zu transformierenden Plasmids gegeben. AnschlieBend folgte eine
30-miniitige Inkubation auf Eis. Die Suspension wurde in Elektroporationskiivetten mit
einer Breite von 0,1 um gegeben und in der Elektroporationskammer (Bio Rad) fiir ca. 5
sec. einer Stromspannung von 1,8 kV ausgesetzt. Sofort anschlieBend wurden die Zellen
mit 1 ml SOC-Medium versetzt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden
die Zellen fiir 5 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet

wurde in 50 ul LBAmp resuspendiert und anschlieBend auf ampicillinhaltigen (25pg/ml)

LB-Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

6.3 Methoden der Zellkultur fur Hefen

6.3.1 Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank (Heraeus, Hanau) mit sterilen Losungen,
autoklavierten Glaswaren und sterilem Kunststoffmaterial durchgefiihrt. Fiir die
verschiedenen Selektionsschritte des Yeast-Two-Hybrid Assays wurden die Losungen wie

unter 4.2.2 beschrieben benutzt.
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6.3.2  Lagerung der Zellen
Fiir die Lagerung der Hefezellen wurden 0,85 ml einer Uber-Nacht-Kultur mit 0,15 ml

einer autoklavierten Glycerinlosung (87%) versetzt und bei —80°C weggefroren.

6.3.3  Transformation von Hefezellen

6.3.3.1 Small Scale Transformation
Fiir das Yeast-Two-Hybrid Assay wurde der Hefestamm L40 (Stratagene) eingesetzt. Fiir

die Small Scale Transformation wurde nach (Gietz et al., 1992) eine Kolonie in 25 ml
YPD Amp/ret aufgenommen und in einem 200 ml Erlebnmeyerkolben bei 250 rpm und 30°C
bis zu einer ODgoo von ca. 1,2 wachsen gelassen. AnschlieBend wurde die Kultur mit
frischem YPDamp/tet verdiinnt bis sich eine OD von 0,2 einstellte. Die Kultur wurde
nochmals fiir 3 — 6 h zu einer ODgoo von 0,5 — 0,6 wachsen gelassen. Anschlieend wurde
die Zellsuspension in 50 ml Falcontubes iiberfithrt und fiir 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 25 ml sterilem Bidest
resuspendiert. Anschliefend wurde nochmals fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet in insgesamt 0,75 ml 1 M
Lithiumacetat resuspendiert. AnschlieBend wurden 1ug Plasmid-DNA (bait in pBTM 116),
50 ug Carrier-DNA, 50 ul kompetente Zellen in einem 1,5 ml Eppendorf-Cup gemischt. Zu
dem Gemisch wurden 300 pl 1M Lithiumacetat gegeben und gevortext. Das Gemischt
wurde anschlieBend 30 min bei 30°C geschiittelt. AnschlieBend wurden 35ul DMSO
zugesetzt und nochmals kurz gevortext. Das Gemisch wurde fiir 15 min auf 42°C erwirmt
und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde die Suspension 5 sec bei 14.000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 250 pl Bidest
resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 2-3 pl/cm® auf entsprechendem
Selektivmedium (SD — T) ausplattiert. Die Kolonien wurden 2-3 Tage bei 30°C wachsen

gelassen.

6.3.3.2 Large Scale Library Transformation
Die Large Scale Library Transformation wurde nach (Gietz et al., 1992) ausgefiihrt. Eine

L40-Kolonie wurde gepickt, in 5 ml Selektivmedium (SD-Tamp/tet) angeimpft und
anschlieBend bei 250 rpm und 30°C iiber Nacht wachsen gelassen. Die Uber-Nacht Kultur
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wurde in 200 ml SD-T aAmp/ret gegeben und fiir 24 h bei 250 rpm und 30°C bis zu einer
ODggo von ca. 1,2 wachsen gelassen. Die so hergestellte Kultur diente als Vorkultur. In vier
Erlenmeyerkolben wurden je 250 ml YPDamp/ret Vorgelegt und mit der Vorkultur derart
versetzt, dass sich eine ODgop von 0,3 — 0,4 ergab. AnschlieBend wurden die Kulturen fiir 4
h bei 30°C und 250 rpm geschiittelt bis sich eine ODgy von 0,5 — 0,6 einstellte. Die Zellen
wurden 5 min bei 2500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets
wurden in insgesamt 500 ml Bidest resuspendiert und anschlieend erneut 5 min bei 2500
rpm zentrifugiert. Die Pellets wurden in 20 ml 1 M Lithiumacetat resuspendiert und 10 min
bei RT inkubieren gelassen. Anschlieend wurde ein Mix aus 2,5 ml Carrier-DNA und
250-500 pg Library-Plasmid-DNA zugesetzt. Es wurden anschlieBend 140 ml 1M
Lithiumacetat und 40% PEG zugesetzt und 30 min bei 30°C inkubieren gelassen.
Anschlieend wurden 17,6 ml DMSO zugesetzt und nach Durchmischung auf zwei 1000
ml Erlenmeyerkolben verteilt. Diese wurden fiir 15 min auf 42°C erhitzt und anschlieBend
in einem Eiswasserbad abkiihlen gelassen. Die Suspension wurde fiir 5 min bei 2500 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 500 ml Bidest
gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 1 1 YPDamp/ret resuspendiert und auf vier
1000 ml Erlenmeyerkolben verteilt. Zur Bestimmung der primdren Transfektionseffizienz
wurden jeweils 100 pul und 10 pl der Suspension auf SD-TL Platten ausplattiert und
wachsen gelassen. Die restliche Zellsuspension wurde 8-12 h bei 30°C und 250 rpm
wachsen gelassen. AnschlieBend wurden die Suspensionen 5 min bei 2500 rpm
zentrifugiert und die Pellets zweimal mit 500 ml Bidest gewaschen. AnschlieBend wurden
die Pellets in 10 ml Bidest resuspendiert. Von der erhaltenen Suspension wurden je 0,1 pl
und 0,01 pl in 100 ml SD-TL aufgenommen und auf SD-TL Selektionsplatten zur
Bestimmung der Amplifikationsrate ausplattiert. Die restliche Suspension wurde in 5x 250
ul, 5x 100 ul, 5x 50 pl und 16-20x 500 ul auf Selektionsplatten SD-THULL + 50mM 3-

Aminotriazol ausplattiert und 5-10 Tage bei 30°C wachsen gelassen.

6.3.4  B-Gal Assay

Fiir die Verifizierung von potentiellen Interaktionspartnern wurde die x-Gal-Féarbung auf

entsprechenden Platten untersucht. Hierfiir wurden folgende Platten hergestellt:
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x-Gal-Platten 50 ml SD-THULL, 1g Bacto-Agar autoklavieren, auf 50°C abkiihlen
lassen + 20 ml 10x BU-Salts +x-Gal (Endkonzentration 80 mg/l)
Amp/Tet

10 x BU — Salts: 46,5 g Na,HPO,4 x 2H,0, 34,5 g NaH,PO4 x H,0 in 900 ml Bidest

16sen, pH 7 einstellen ad 1000 ml Bidest, autoklavieren

Die entsprechenden bait- und prey- Plasmide wurden in L40 transformiert und durch die

Blaufarbung der Platten auf Transaktivierung hin untersucht.

6.3.5  Hefeminipreps

Fiir die Minipreps wurden je 3 ml SD-L mit Hefekolonien angeimpft und mindestens 20h
bei 30°C und 250 rpm schiitteln gelassen. Die Suspension wurde bei 1000 g fiir 5 min
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden 200 ul Yeast-Lysis-Solution, 200 ul Phenol :
Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1) und 0,3 g Acid Washed Glass Beads zugesetzt. Die
Suspension wurde fiir 2 min gevortext und anschlieBend bei 14.000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in neue Eppendorf-Cups eingetragen und es wurden
1/10 Vol 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol Ethanol zugesetzt. Die Suspension wurde fiir 10
min bei 14.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet zweimal mit 70% Ethanol

gewaschen. Nachdem das Pellet getrocknet war, wurde es in 20 pl Bidest aufgenommen.

6.4 Methoden der eukaryontischen Zellkultur (ohne
Hefen)

6.4.1  Kultivierung eukaryontischer Zellinien

Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank (Heraeus, Hanau) mit sterilen Losungen,
autoklavierten Glaswaren und sterilem Kunststoffmaterial durchgefiihrt. Die Zellen wurden
in DMEM bei 37°C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Heraeus,
Hanau) gehalten. Das Medium wurde mit 5% (293T) oder 10% fotalem Kélberserum
(FCS), 2mM Glutamin, 2mM Natriumpyruvat sowie 50 U/min Penicillin/Streptomycin
supplementiert. Wenn die Zelldichte eine Konfluenz von ca. 80% erreichte, wurden die

Zellen mit PBS gewaschen und durch Inkubation in 5ml 0,25 % Trypsin fiir ca. 5 min. bei
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37°C abgelost. Sobald die Zellen sich in Suspension befanden, wurden sie in ein 50 ml
Falcontube mit 15 ml DMEM {iberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen 2 min bei 1000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml frischem
DMEM resuspendiert. Anschliefend wurden die Zellen auf Zellkulturschalen in einer

Verdiinnung von 1:3 bis 1:6 wieder ausgebracht.

6.4.2  Einfrieren und Auftauen von Gewebekulturzellen

Die Zellen wurden aus einer logarhythmisch wachsenden Population eingefroren. Zum
Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert und in Suspension gebracht, durch
Abzentrifugation bei 1000 g fiir 2 min sedimentiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet
wurde in 1 ml DMEM mit 10% FCS resuspendiert und mit 1 ml 2X Einfriermedium
versetzt. Die Suspension wurde in 2 ml Cryo-Roéhrchen (Eppendorf) eingebracht, vermischt
und direkt auf —80°C abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen zur langerfristigen
Lagerung in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte schnell bei 37°C im Wasserbad und sofort mit frischem

Medium 1:10 verdiinnt. AnschlieBend wurden die Zellen auf Zellkulturschalen ausgebracht.

2x Einfriermedium: DMEM
20% FCS
20% DMSO

6.4.3  Transiente Transfektion von Gewebekulturzellen

6.4.3.1 Effectene Transfektion
Adhidrente HeLa- und MCF7-Zellen wurden mit dem “ Effectene Transfection Reagent”-

Kit der Firma Qiagen transfiziert.24 h vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer
Konfluenz von 40% ausgesdht. Die Mengen an eingesetzter DNA, EC-Verdiinnungspuffer,
Verstirkerreagenz, Effectene und Medienmengen richtete sich dabei nach der jeweiligen

ZellkulturgefaBgroBe.
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Platten- DNA- | EC- Verstirker | Effectene | DMEM-Menge | DMEM-Menge
groBe @ | Menge | Puffer zum Mix auf der Platte
3,5cm 0,4ug | 100ul |3,2ul 2,0 ul 600 ul 1,6 ml

6 cm 1,0ug | 150l | 8,0 ul 5,0 ul 1,0 ml 4,0 ml

10 cm 2,0ug (300l |16 ul 10 pl 3,0ml 7,0 ml

15 cm 56 ug | 840 ul | 44,8 ul 28 ul 8,5 ml 15 ml

Die zu transfizierende DNA wurde in einer geeigneten Menge des EC-Verdiinnungspuffer
aufgenommen und mit Verstirker-Reagenz versetzt. Diese Reaktion wurde heftig gemischt
und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von Effectene-Reagenz wurde erneut 15 min
inkubiert, die jeweilige Menge DMEM-Standartmedium zum Mix pipettiert und vorsichtig
gemischt. Diese Mischung wurde sofort auf die vorbereitete Platte mit dem geeigneten
Menge DMEM-Stadartmedium tiberfithrt und fiir 3 bis 6 h auf den Zellen belassen.
AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden fiir weitere 12 h- 48h

in Standardmedium weiterkultiviert.

6.4.3.2 Calciumphosphat-Prizipitation
Alle Transfektionen von 293T-Zellen wurden mit der Calciumphosphat-Methode

durchgefiihrt. Die Zellen wurden in verschiedenen Formaten gesplittet, wachsen gelassen
und beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% transfiziert. Bei den 293T-Zellen wurde
vor der Transfektion das Medium gewechselt und mit Chloroquin so versetzt, dass eine
Endkonzentration von 10 uM erreicht wurde. Fiinf Stunden nach der Transfektion bzw.
nach “liber Nacht”-Inkubation (10 cm-Format) wurde das Medium erneut gewechselt. Fiir
das Prazipitat wurde jeweils DNA in Bidest vorgelegt, mit 2,5 M CaCl, versetzt und das
gleiche Volumen 2x HBS pH 6,9-7,1 tropfenweise zugesetzt. Ca. 10 min nach dem
Mischen der Komponenten wurde das gebildete Prézipitat auf die Zellen gegeben.

Fiir folgende Zellkulturformate wurde jeweils eingesetzt:

Format V (Medium) | ug DNA add Bidest | +V ( 2,5M | +V( 2x | V(PBS)
CaCl,) HBS)

24-Well 1 ml 0,2-1 ug 45 ul Sul 50 ul 0,5 ml

12-Well | 2ml 0,5-2 ug 67,5 pl 7,5 ul 75 pl 1,0 ml

6-Well 3 ml 1-4 ug 90 pl 10 pl 100 pl 1,5 ml

10 cm 10 ml 5-10 ug 450 wl 50 ul 500 pl 5,0 ml
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6.4.4  Oligonukleotid-Transfektion in HeLa-Zellen

6.4.4.1 Cas3(POy);:-Transfektion der Oligonukleotide (Ghosh und Iversen, 2000)
Die Zellen wurden 1 — 2 Tage vor der Transfektion in verschiedenen Formaten ausgesit,

wachsen gelassen und beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 50-60% transfiziert. 1-2

Stunden vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Beim Ansetzen des
Transfektionsansatzes ist die Reihenfolge zu beachten: Oligo = Bidest = 2,5 M CaClp =

2x HBS !! AnschlieBend wird der Transfektionsansatz 8 — 10 Minuten bei RT inkubiert und
vor Zugabe auf die Zellen je nach Volumen 2 — 5x mimt einer Pipette gemischt. Die
Transfektion erfolgt tiber Nacht ( 16 — 20 h ). Am néchsten Morgen wurden die Zellen 2 x
mit PBS waschen und neues Medium zugegeben.

Transfektionsprotokoll:

Format V (Medium) | m (Oligo) add Bidest | +V ( 2,5M | +V( 2x | V(PBS)
CaCly) HBS)

24-Well 1 ml 75 —100 ng 45 ul Sul 50 ul 0,5 ml

12-Well | 2ml 150 — 200 ng 67,5 ul 7,5 ul 75 pl 1,0 ml

6-Well 3ml 400 — 500 ng 90 pl 10 ul 100 ul 1,5 ml

10 cm 10 ml 3,0-35ug 450 wl 50 ul 500 pl 5,0 ml

6.4.4.2 Oligofectamine-Transfektion der Oligonukleotide
Kurz vor der Transfektion wurden die Zellen 1x mit OPTI-MEM ( ohne Zusitze etc. )

gewaschen und OPTI-MEM nachgelegt. Die Oligofectamine-Transfektion erfolgte nach
dem Transfektionsprotokoll der Firma Life Technologies. Nach Zugabe des
Transfektionsansatzes zu den Zellen wurde der Ansatz nach ca. 5 - 8h mit 20% FCS -
OPTI-MEM aufgefiillt. Am nichsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Zellen 2x
mit Medium gewaschen und neues Medium nachgelegt wurde.

Transfektionsprotokoll:

Format \Y \Y \Y V (Oligo- | V (OPTI- \Y V (20%
(20uM | (OPTI- | (Oligo- | fectamine | MEM on | (Transf.) FCS-
RNAI | MEM) | fecta- in OPTI- Cells) OPTIMEM)
mine) MEM)

24-Well 2,5ul |40l 2 ul 7,5 ul 200 pl 250 pl 250 pl

12-Well 5,0ul | 85l 3ul 10 pl 400 pl 500 pl 500 pl

6-Well 10 pl 175ul | 5l 15 pl 800 pl 1000 pul | 1000 pl

10 cm 75 ul 825 ul |30l 100 pl 4000 pl 5000 pl | 5000 pl
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6.4.5  Herstellung stabiler Klonpoole

Zur Herstellung stabiler Klonpoole wurden die Zellen mit dem entsprechendem
Expressionsplasmid transfiziert, das die G418-Resistenz bereits enthielt (p)cDNA3) oder mit
diesem cotransfiziert. Die Selektion mit G418 (300-800 uM) erfolgte liber mehrere
Wochen, wobei in regelmédBigen Abstinden das Medium gewechselt wurde. Nach
Beendigung der Selektion (etwa 3-4 Wochen) erfolgte der Test auf stabile Integration des

Expressionsplasmids in das Genom der Zellen mittels Immunoblot.

6.5 Proteinchemische Standardmethoden

6.5.1  Herstellung von Gesamtzell-Lysaten

Zur Priparation von Gesamt-Zellysaten wurden die Zellen direkt im Medium vorsichtig mit
einem Gummischaber abgeschabt, in ein 15 ml Falcon-Rohrchen tiberfiihrt, 2 min bei
750xg abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Das Zellpelett wurde im etwa

Sfachen Volumen des Zellpellets in Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,4, 0,2%
(v/v) Igepal, | mM EDTA und 1,5 mM MgCly) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Der Rohextrakt wurde anschlieBend fiir 10 min bei 13000xg und 4°C abzentrifugiert.

AnschlieBend wurde vom Uberstand die Proteinkonzentration bestimmt, mit SDS-

Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiir 5-10 min aufgekocht.

6.5.2  Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach zwei alternativen Methoden.
Die Proteinkonzentration von Gesamt-Zelllysaten wurde mit dem “BioRad Protein
Microassay” der Firma BioRad (Miinchen) bestimmt. Dazu wurde die Microassay-Losung
1:6 in ddH,O verdiinnt und 1ml davon mit je 1-5 pl der Proteinlésung versetzt. Durch
Messung der Extinktion bei 595nm in Vergleich zu einem BSA-Standard konnte die
Proteinkonzentration abgeschitzt werden. Die Konzentration von gereinigten,
rekombinanten Proteinen wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-

Féarbung des Gels abgeschitzt. Als Standard diente BSA, das in definierten Mengen auf das

Gel aufgetragen worden war.
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6.5.3  Zellfraktionierung

Fiir Zellfraktionierungen zur Lokalisationsbestimmung endogener Proteine wurden 10-15
15cm-Zellkulturschalen verwendet. Die Zellen wurden direkt im Medium vorsichtig mit
einem Gummischaber abgeschabt, in 50 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, 2 min bei 750xg

abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und vereint. Das vereinte Zellpelett wurde in 1
ml Sucrose-Puffer (250mM Sucrose, 20 mM Hepes pH 7,5, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1
mM EDTA, I mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 10 ug/ml Leupeptin, 10 pg/ml

Aprotinin) resuspendiert und durch zehnmaliges Ziehen durch eine 22xg-Nadel wurden die
Zellen homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieBend bei 250xg zentrifugiert, um
unlysierte Zellen abzutrennen. Der Uberstand wurde zum Pelletieren der Zellkerne bei
1.000xg zentrifugiert. Zur Abtrennung der Mitochondrien wurde daraufhin der 1.000xg-
Uberstand fiir 10 min bei 10.000xg zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde
zur Gewinnung der Mikrosomenfraktion anschlieend fiir 60 min bei 100.000xg

zentrifugiert. Die einzelnen Fraktionen wurden mit Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM
Tris, pH 7.4, 0,2% (v/v) Igepal, | mM EDTA und 1,5 mM MgCl,) aufgeschlossen, von den

Lysaten die Proteinkonzentration bestimmt (Kap. 6.5.2) und die einzelnen Fraktionen

mittels Immunoblot (Kap. 6.6.1) analysiert.

6.5.4  Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Bei der diskontinuierliche Gelelektrophorese (Laemmli et al., 1970) werden Proteine
zundchst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und anschlieBend in einem
hoherprozentigen Trenngel nach Molekulargewicht aufgetrennt. Eingesetzt wurden
homogene Trenngele ( 10%, 12%, und 15 % ). Das Trenngel war jeweils mit einem 1 cm
hohen 4%igen (w/v) Sammelgel tiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Gel in eine
Vertikal-Elektrophoresekammer eingebaut und die Reservoirs mit SDS-
Elektrophoresepuffer gefiillt. Vor dem Auftragen wurden die zu ladenden Proteinlésungen
mit 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min gekocht. Die Elektrophorese erfolgte bei 10
bis 20 V/em.
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6.5.5 Coomassie-Firbung von Proteingelen
Das Gel wurde zum Fiarben 15-60 min in Coomassie-Féarbelosung inkubiert und
anschlieBend im Entfarber (25% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsdure) entfarbt und digital

dokumentiert.

6.5.6  Silberfirbung von Proteingelen

Zur Fixierung der Proteine wurde das Gel mindestens 3 h in 50 % (v/v) Methanol, 12 %
(v/v) Essigsdure, 0,0185% (w/v) Formaldehyd inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel
dreimal 20 min mit 50% Ethanol gewaschen. Es folgte eine einminiitige Inkubation in
0,02% (w/v) Natriumthiosulfat. Das Gel wurde mit ddH,O gewaschen (dreimal jeweils 20
s), anschlieBend 20 min in 0,2% (w/v) Silbernitrat, 0,028% (w/v) Formaldehyd inkubiert
und nach erneutem Waschen mit ddH,O (zweimal jeweils 20 s) zum Auslosen der
Silberabscheidung mit 6% (w/v) Natriumcarbonat, 0,0185% (w/v) Formaldehyd versetzt.
Nach dem Sichtbarwerden der Proteinbanden wurde das Gel kurz mit ddH,O gespiilt und
die Reaktion mit 50% (v/v) Methanol, 12% (v/v) Essigsdure abgestoppt. Zur Lagerung
wurde das Gel in 25% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsdure tiberfiihrt und dokumentiert.

6.6 Immunologische und immunbiochemische
Methoden

6.6.1 Immunoblot-Analyse

6.6.1.1 Proteintransfer auf Membranen (Western-Blot)
Die iiber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden iiber Elektrotransfer (“Semi-dry”) auf

eine PVDF-Membran transferiert. Zum Benetzen wurden die PVDF-Membran einige
Sekunden in Methanol getrdnkt und anschlieBend in Transferpuffer inkubiert. Auf die
Anode der Blot-Apparatur wurden zwei Lagen mit Transferpuffer gesittigtes Whatman
3MM-Papier, die Membran, das Trenngel, zwei weitere Lagen Whatman 3MM-Papier und
die Kathode geschichtet. Zuvor wurden die Membran und das Whatman-Papier auf die
GroBe des Trenngels zurechtgeschnitten. Der Transfer erfolgte fiir 60 min bei 1,5 mA /cm?

Trenngelfliache.
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6.6.1.2 Ponceau S-Fiirbung von Proteinen
Die Effizienz des Western-Blot Transfers wurde durch Anfarben der Proteine auf der

Membran mit dem reversiblen Farbstoff Ponceau S (2,5 % in PBS) bestimmt. Dazu wurde
die Membran fiir 1 min in der Ponceau S — Fiarbelosung geschwenkt und anschlieBend mit
Wasser entfiarbt. Dabei werden die Proteinbanden sichtbar. Der Farbstoff konnte durch

mehrmaliges Waschen mit TBS-T quantitativ entfdrnt werden.

6.6.1.3 Hybridisierung mit spezifischen Antikérpern
Zur anschlieBenden spezifischen Proteindetektion wurde die Membran in PBS-T, 5 % (w/v)

Magermilchpulver fiir mindestens 60 min bei Raumtemperatur geblockt. Anschlieend
wurde die Membran mindestens 1 h bei Raumtemperatur in einer geeigneten Verdiinnung
des ersten Antikorpers in TBS-T, 5 % Magermilchpulver inkubiert. Die Membran wurde
dann dreimal fiir je 10 min in TBS-T gewaschen und mit einem gegen den ersten
Antikorper gerichteten, Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper fiir 50-90 min inkubiert
und anschlieend mehrmals in TBS-T gewaschen. Die Detektion erfolgte iiber Inkubation
mit ECL-Losung (5 pl, 6,8 mM p-Kumarinsdure in DMSO mit 5 ml, 1,25 mM Luminol
sowie 1,5 ul 30% H,0,) und anschlieBender Exposition gegen einen Rontgenfilm. Bei sehr
schwachen Signalen wurde die Detektion mit dem ,,Supersignal West Femto“-System

wiederholt.

6.6.1.4 [ECL-Detektion von Proteinen
Die ECL-Methode (ECL-Kit; Amersham-Buchler, Braunschweig) ist eine Licht

emittierende, nicht-radioaktive Nachweismethode zur Detektion von immobilisierten
Antigenen mit Peroxidase-gekoppelten Antikorpern. Die Peroxidase ist mit dem
sekunddren Antikorper gekoppelt und katalysiert eine Chemolumineszensreaktion, die auf
einem Rontgenfilm detektiert werden kann. Nach Inkubation der Western-Blot-Membran
mit dem sekundiren Antikorper wurde diese mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurden
in einer Dunkelkammer unter Rotlicht gleiche Teile der Detektionsreagenzien A und B
(ECL-Kit) nach Angaben des Herstellers gemischt, die Membran darin fiir 1 min

inkubieren gelassen und anschlieend ein Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt.
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6.6.2  Immunprizipitation von Proteinen

Prazipitationen mit spezifischen Antikdrpern wurden durchgefiihrt, um ein bestimmtes
Protein zu prazipitieren und die in vivo an dieses Protein assoziierten Proteine aus
Gesamtzellextrakten zu identifizieren. Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis unter
Verwendung vorgekiihlter Losungen ausgefiihrt. Fiir Immunprizipitationen wurden
ausschlieBlich 293T-Zellen aus einer 10cm-Kulturschale verwendet. Zur Préparation von
Gesamt-Zellysaten wurden die Zellen direkt im Medium vorsichtig mit einem
Gummischaber abgeschabt, in ein 15ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt, 2 min bei 1500 rpm
abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Das Zellpelett wurde in 600 pl IP-Puffer
resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Der Rohextrakt wurde anschlieBend fiir 10 min
bei 13000 g und 4°C abzentrifugiert. 30-40 ul des Rohextraktes wurden zum Testen des
Inputs der Immunprézipitation abgenommen, der Grof3teil des Extraktes wurde zur Bildung
der Antigen-Antikorper-Komplexe anschliefend mit 6 pug spezifischem Antikorper fiir 3-5h
auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Der IP-Ansatz wurde anschlieBend mit 20-50 pul einer
in IP-Puffer resuspendierten Protein-A-Sepharose (je nach Bedarf eine Spatelspitze
Sepharose plus IP-Puffer) versetzt und der spezifische Antikorper (6 pug) 1 h auf einem
Uberkopfrotator gekoppelt. Nach dreimaligem Waschen mit IP-Puffer (jeweils nach
1.000g-Zentrifugation) wurden die Sepharosebeads in 25 ul 2x SDS-Probenpuffer

aufgenommen und nach 5-miniitigem Kochen mittels SDS-PAGE/Western-Blot analysiert.

6.6.3  Indirekte Immunfluoreszeng

Endogene Proteine und Proteine, die in eukaryontischen Zellen nach transienter
Transfektion exprimiert wurden, konnen nach Fixierung der Zellen in situ durch indirekte
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Adhéirente Sdugerzellen, oder zuvor transfizierte
Saugerzellen (24 h nach der Transfektion), wurden auf sterile Deckgldschen in 12-well-
Platten ausgesit, und bis zu einer Konfluenz von 50% kultiviert. Die Zellen wurden einmal
mit PBS gewaschen und fiir 5 min in 3,7 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 10 min in 0,2% Igepal in PBS permeabilisiert und
anschlieend 30 min mit Blockldsung (2% BSA in PBS) inkubiert. Die Inkubation mit dem
ersten Antikorper (Verdliinnung 1:50 — 1:1000, je nach eingesetztem Antikorper, verdiinnt
in Blocklosung) erfolgte bei RT fiir 1 h. Die Zellen wurden dreimal mit Blockldsung
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gewaschen und 1 h mit dem sekundiren Antikorper (FITC- oder Rodamin-konjugierte
Antikorper, 1:500 in Blockldsung) bei RT im Dunklen inkubiert. Abschlieend wurden die
Deckgldaschen zweimal mit PBS gewaschen, kurz abgetropft und mit 50 ul “Glow-
mounting medium” iiberschichtet und eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte an einem

Axioskop 2- Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).

6.6.4  DAPI-Fiirbung

Fiir die Versuche wurden adhirente Sdugerzellen auf sterilen Deckgldsern in 12-Well
Kulturschalen ausgesit, bis zu einer Konfluenz von etwa 40% kultiviert und anschlieBend
transfiziert. 14-24 h nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und fiir 5 min in 3,7 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurden die Zellen fiir 15 min in 0,2% (v/v) Igepal (Sigma) in PBS permeabilisiert, erneut
gewaschen und mit einer 50 uM DAPI-Losung in Methanol fiir 10 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen einmal mit Methanol und dreimal mit PBS gewaschen,
kurz abgetropft und mit 10 ul “Glow-mounting medium” {iberschichtet und eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte an einem Axioskop 2- Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).

6.6.5 2-Dimensionale Gelelekrophorese
Alle Materialein zur isolelektrischen Fokussierung wurden von der Firma Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. Die Fokusierung wurde in einer gekiihlten (20°C)
Multiphor II nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Fokusierung wurden
isoelektrische Fokussierungsstreifen (Immobiline DryStrip NL 3-10 oder pH 6-11) mit 0,1
mg- 2 mg Protein in 300 ul Rehydrationspuffer (§ M Harnstoff, 2% (w/v) CHAPS, 2%
(v/v) IPG-Puffer (pH 3-10 oder pH 6-11), 18,5 mM DTT) iiber Nacht in einer
oliiberschichteten Rehydratisionskassette inkubiert. Die Steifen wurden anschlieBend in der
Multiphor II mit einem steigenden Spannungsgradienten fokussiert.
Gradient: 1.Phase 300 V, 30 min 6.Phase 2200 V, 30 min

2.Phase 600 V, 30 min 7.Phase 2700 V, 30 min

3.Phase 900 V, 30 min 8.Phase 3200 V, 30 min

4.Phase 1200 V, 30 min 9.Phase 3500 V fiir 18,5 bis 27 h

5.Phase 1700 V, 30 min
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Insgesamt wurde, abhidngig von der Proteinmenge, fiir 70000-100000 V/h fokussiert. Die
Steifen wurden kurz mit ddH,O gespiilt, bei -80°C eingefroren oder direkt fiir die
Auftrennung in der 2. Dimension eingesetzt. Dazu wurden die Streifen dreimal 5 min in
Aquilibrierungspuffer I (6 M Harnstoff, 30% (v/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 50 mM
Tris/HCI pH 8,8, 10 mg/ml DTT) inkubiert, erneut kurz mit ddH,O gespiilt und dreimal 5
min in Aqulibrierungspuffer II (identisch Aquilibrierungspuffer I, statt DTT 48 mg/ml
Iodazetamid) inkubiert. Die so behandelten Streifen wurden kurz mit ddH,O gespiilt,
abgetropft und iiber einem groflen SDS-PAGE Trenngel (12%, 20 X 20 cm) mit heiBBer
0,5% (w/v) Agarose in SDS-Elektrophoresepuffer mit Spuren von Bromphenolblau
eingegossen. Die Elektophorese der 2.Dimension fand wie unter 1.4.1.2 beschrieben statt.
Die Analyse der aufgetrennten Proteine erfolgte {iber eine Coomassie- oder Silberfarbung

oder iiber einen spezifischen Antikorpern nach SDS-PAGE /Immunoblot.

6.7 Expression und Aufreinigung rekombinanter
Proteine

6.7.1  Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Fiir die Gewinnung eines rekombinanten GST-Fusionsproteins wurde das Expressions-Kit
,pGEX Expression System‘ von Amersham-Pharmacia benutzt. Das Gen wurde in-frame
in pGEX4-T1 kloniert. Es wurden chemokompetente E. coli-BL21-Zellen mit dem Plasmid

transformiert und auf Agar-Platten ausgestrichen. Nach Uber-Nacht-Inkubation wurden

einzelne Klone gepickt und in 2 ml LBAmp-Medium aufgenommen. Diese Vorkultur wurde

tiber Nacht bei 37°C geschiittelt und anschlieBend 100 bis 500 ml LBamp-Medium

angeimpft. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde bei einer ODggo von 0,5-0,8 mit 1
mM IPTG die Proteinexpression induziert. Nach 2 bis 5 h bei 37°C wurden die Zellen
abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, direkt weiter aufgearbeitet oder bei -20°C

gelagert.

6.7.2  Affinititsreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine
Das nach Induktion und Expression des rekombinanten Proteins gewonnene Bakterienpellet

wurde in Resuspensionspuffer (PBS, 2 mM EDTA) resuspendiert und fiir 20 min auf Eis
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mit Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5
min sonifiziert (Maximalstellung) und zur vollstindigen Extraktion des rekombinanten
Proteins ad 1% Triton-X 100 hinzugegeben und fiir 15 min bei 4°C auf einem
Uberkopfrotator inkubiert. Das Zell-Lysat wurde 30 min bei 45.000 g zentrifugiert. Zur
Affinitétsreinigung wurde der Zentrifugationsiiberstand mit ca. 1 mg Glutathion-Sepharose
(Stratagene) pro 10 mg rekombinantem Protein versetzt und 1-2 h bei 4°C auf einem
Uberkopftaumler inkubiert. AnschlieBend wurde das Bakterienlysat auf eine Sdule mit
Filtereinsatz zur Abtrennung der GSH-Sepharose gegeben, die Sepharose dreimal mit
Resuspensionspuffer gewaschen und dann mit 50 mM reduziertem Glutathion in PBS (pH
7,4) eluiert. Das Eluat wurde mittels SDS-PAGE/Immunoblot analysiert und
gegebenenfalls eingeengt (Centricon, Zentrifugenfiltereinheiten, Ultrafiltration mit Amicon

Ultrafiltrationszelle).

6.8 Herstellung eines polyklonalen Antiserum

Zur Herstellung des Antigens wurden das GST-Fusionsprotein rekombinant in E.coli
exprimiert und nativ aufgereinigt. Das gereinigte Protein (1 mg/ml) wurde fiir die erste
Injektion im Verhiltnis 1:1 mit TiterMax Gold (Sigma) iiber eine Doppelkaniile intensiv
emulgiert. Zur Immunisierung von Kaninchen wurde dabei 50-250 ng Protein subkutan
injiziert. Nach 3 Wochen wurden jeweils, im Abstand von 14 Tagen, weitere Injektionen

vorgenommen. TiterMax Gold wurde dabei durch Freunds' Adjuvant (Sigma) ersetzt.

Zeitschema:

Tag 1: Abnahme von Praiimmunserum, Immunisierung

Tag 21: 1. Boost

Tag 35: 2. Boost, 1. Blutentnahme zur Testung des AK-Titers
Tag 49: 3. Boost, 2. Blutentnahme zur Testung des AK-Titers
Tag 65: 3. Blutentnahme zur Testung des AK-Titers

Tag 68: Entbluten

Die Arbeiten mit dem Kaninchen wurden zusammen mit Mitarbeitern des Tierhauses (MPI

fir Biochemie) durchgefiihrt. Fiir jeden Boost wurden 0,5 ml des aufgereinigten,
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rekombinanten Proteins (200 pg) mit 0,5 ml Freunds® Adjuvant (Sigma) solange gevortext,
bis sich eine milchige Suspension gebildet hatte. Diese Suspension wurde in einer 1 ml
Einweg-Spritze (Braun) gefiillt und anschlieBend subcutan dem Kaninchen injiziert. Die
Bestimmung des AK-Titers erfolgte iiber Western-Blot-Analyse mit transfizierten
Zelllysaten. Das abgenommene Blut wurde nach Bennet (1992) aufgearbeitet (Bennet,
1992). Hierfiir wurden die Seren zur Gerinnung zwei Stunden bei RT inkubiert, dann 5 min
bei 5000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in
Eppendorf-Cups aliquotiert. AnschlieBend wurde fiir 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert
und die Uberstiinde in frische Eppendorf-Cups iiberfiihrt. Diese wurden zur Inaktivierung
des Komplementsystems fiir 30 min bei 56°C inkubiert und anschlieBend bei —80°C
gelagert.

6.9 Methoden zum Nachweis der Apoptose

6.9.1 DNA-Leiter

Eine 10 cm Schale 293T Zellen wurde mit Expressionsplasmiden transfiziert. Nachdem die
Apoptose eingetreten war, wurden die Zellen abgeschabt, fiir 10 min bei 800g und 4°C
zentrifugiert und einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 500 ul hypotoner Lysepuffer augenommen und 10 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues Eppendorf-Cup tiiberfiihrt. Es wurden 500 pl Phenol zugesetzt und 1 min
gevortext. AnschlieBend wurde 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase
wurde in ein neues Eppendorf-Cup iiberfiihrt und es wurden 500 ul Phenol/Chloroform
(1:1) zugesetzt. Nachdem 1 min gevortext worden war, wurde fiir 10 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Cup iiberfiihrt und es
wurden 30 ul 5 M NaCl und 1 ml kaltem Ethanol zugesetzt. Die Losung wurde gevortext
und fiir mindestens 2 h bei —20°C gelagert. AnschlieBend wurde fiir 20 min bei 14.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit 300 pl kaltem,
70%igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
bei RT getrocknet. Das Pellet wurde in 15 pl TE-Puffer aufgenommen und 5h bei 50°C
inkubiert. Dann wurden 3 pul RNAse A (10 mg/ml) zugesetzt und 90 min bei 37°C

141



Methoden

inkubiert. Die Losung wurde im gleichen Volumen Ladepuffer aufgenommen und auf

einem 2%igen Agarose-Gel bei 60 V fiir 2,5 h aufgetrennt.

6.9.2  Nachweis hypodiploider DNA mittels
Durchfluficytofluorimetrie (Afanas’ev et al., 1986)

Diese Methode wurde nach Bauer et al. (1997) ausgefiihrt und erlaubt die Messung
apoptotischer Zellen anhand der DNA-Fragmentierung zu hypodiploider DNA. Diese
Methode beruht auf dem Austreten kleiner DNA-Fragmente aus permeabilisierten
apoptotischen Zellen, welche nach Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid und
anschlieender Analyse im Durchflucytometer (FACS-Analyse mit dem Programm
,Cellquest“ im FACS-Calibur; Becton-Dickinson, Heidelberg) als Sub-Gl1-Fraktion
mefbar sind. Zur Vergleichbarkeit paralleler Messungen wurde der Anteil GFP-positiver
Zellen separat in der FACS bestimmt. Ein GFP-Plasmid (pLantern, Stratagene) wurde
jeweils im Verhéltnis 1:3 bis 1:10 zum untersuchten Expressionsplasmid cotransfiziert. Das
Medium der adhérenten Zellen wurde abgenommen und in FACS-Rdhrchen iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen trypsiniert, zu dem vorher abgenommenen Medium
gegeben und fiir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand
dekantiert und die Zellen in je 200 pl PBS resuspendiert. Fiir die Messung der
Transfektionseffizienz wurden je 100 pl Zellsuspension direkt in der FACS gemessen.
Dabei geben die GFP-positiven Zellen in Bezug zur Gesamtpopulation Aufschluf3 iiber die
Transfektionseffizienz. Fiir die Messung der hypodiploiden DNA wurden 100 ul der
Zellsuspension mit 150 pl PI-Lysepuffer versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen in der

FACS direkt gemessen.

6.9.3  Test auf Cytochrome c-Austritt

HeLa-Zellen (10 cm-Format) wurden mit dem entsprechenden Expressionsplasmid

transfiziert und 30 h spéter aufgearbeitet. Dabei wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und in Puffer A (250mM Sucrose, 20 mM Hepes pH 7,5, 1,5 mM MgCl,, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 10 pg/ml Leupeptin, 10

ug/ml Aprotinin) resuspendiert. Die Zellen wurden durch zehnmaliges Ziehen durch eine

22xg-Nadel homogenisiert und das Homogenat anschlieBend bei 750xg zentrifugiert, um
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die Zellkerne zu pelletieren. Zur Abtrennung der Mitochondrien wurden die Uberstinde fiir
10 min bei 10.000xg zentrifugiert und der resultierende Uberstand wurde auf freigesetztes

cytoplasmatisches Cytochrome ¢ mittels Immunoblot untersucht.

6.9.4  Test auf Verringerung des mitochondrialen
Membranpotentials A ¥ mittels DiOCjg

Die Messung auf Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials wurde

hauptsichlich nach der Methode von Li et al. (1999) mittels DiOCq durchgefiihrt. Dabei
wurden die HeLa-Zellen nach der Ernte und dem Waschen mit PBS fiir 30 min bei 5% CO»

mit 100 nM 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg, Molecular Probes) inkubiert und

anschlieBend im Durchflulcytometer (FACS-Calibur; Becton-Dickinson, Heidelberg)

analysiert.

6.9.5  Caspase-3-Aktivitiitstest

Zum Test auf Caspase-3-Aktivitdt wurde der “Caspase-3-Activity Assay Kit” von Roche
benutzt und entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. HeLLa-Zellen wurden
im 6-well-Format transfiziert, trypsiniert und mit PBS gewaschen. Nach der Lyse wurden
jeweils 50 oder 100 pug Gesamtprotein des Lysats fiir den Caspase-3-Aktivititstest
eingesetzt, wobei eine zuvor mit Caspase 3-Antikdrper gecoatete und mit Blocklosung B
(2% BSA in PBS) abgesittigte 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden) flir mindestens
60 min mit dem Lysat inkubiert wurde. Nach mehrmaligem Waschen erfolgte die Caspase-

3-Aktivitatsbestimmung mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Caspase-3-Substrats.
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Abkurzungsverzeichnis

Act.D
AIDS
AIF
ANT
Apaf
Bad
Bak
Bax
Bcel
BFA
BH-Doménen
Bid
Bik
BIR
BLAST
Bok
BSA
CAD
CARD
cDNA
Ced
CIDE
DcR
DD
DED
DFF

DiOCg
DISC

Actinomycin D

aquired immunodeficiency syndrome
apoptosis-inducing factor

adenine nucleotide translocator
apoptotic protease-activating factor
Bcl-2 agonist of cell death

Bcl-2 agonist/killer

Bcl-2 associated X-factor

B-cell lymphoma

Brefeldin A

Bcl-2 homology domains
BH3-interacting DD agonist

Bcl-2 interacting killer

baculovirus inhibitor repeat

basic local alignment search tool
Bcl-2-related ovarian killer
Bovines Serumalbumin
caspase-activated DNase

caspase recruitment domain
complementary DNA

C. elegans death

cell death-inducing DFF45-like effector
decoy receptor

death domain

death effector domain

DNA fragmentation factor

3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide

death-inducing signalling complex
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DNA
DNA-PK
DR
Egl-1
elF
ELISA
EndoG
ER
EST
FACS
FADD
FAK
FasL
FLIP
GFP
GST
IAP
ICAD
ICE
IFNy

InP3R
INK
MMP
ORF

PAK
PAM

PARP
PBS
PERK

deoxyribonucleic acid
DNA-dependent protein kinase

death receptor

egg-laying defective

eukaryotic initiation factor
enzyme-linked immunosorbent assay
Endonuclease G

Endoplasmatisches Retikulum
expressed sequence tag
fluorescence-activated cell sorting
Fas-associated death domain protein
focal adhesion kinase

Fas-Ligand

FLICE (Caspase-8)—inhibitory protein
green fluorescent protein

Glutathion S-transferase

inhibitor of apoptosis

inhibitor of CAD

interleukin 18 converting enzyme

interferon gamma

Inositol 1,4,5,-triphosphaterezeptor

c-Jun N-terminal kinase

microsatellite mutator phenotype

open reading frame

p21-activated kinase

Einheit der Zahl zugelassener Punktmutationen pro
100 Aminoséurereste (Dayhoff et al., 1978)

Poly (ADP-ribose) polymerase

phosphate buffered saline

PKR (RNA-activated protein kinase)-like

endoplasmic reticulum kinase
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PERP
PT-Pore
RT

SERCA

SMAC
tBid
TBS

™
TNF
TRADD
TRAIL
UPR
VDAC
WT
XIAP
zVADfmk

p33 apoptosis effector related to PMP-22
permeability transition pore

Raumtemperatur
. . 2
Sarcoplasmatische / endoplasmatische Ca _ATPase

second mitochondrial activator of caspases
truncated Bid

tris buffered saline

transmembrane

tumor necrosis factor

TNF receptor associated death domain protein
TNF related apoptosis-inducing ligand
unfolded protein response
voltage-dependent anion channel

Wildtyp

X-chromosome linked 1AP
Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-

fluoromethylketone
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