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Inhaltsverzeichnis 1

1 Einleitung

1.1 Apoptose

1.1.1 Charakteristika der Apoptose und Abgrenzung zur Nekrose

Multizellulare Organismen verfligen Uber einen streng regulierten intrinsischen Mechanismus zur
schnellen und selektiven Entfernung Uberflissiger, fehlentwickelter oder potentiell schadigender
Zellen, der als programmierter Zelltod (Apoptose, Apoptosis (gr.): ,Fallende Blétter”) bezeichnet
wird. Die Studien von Kerr et al., 1972 zeigten, dass diese physiologische Form des Zelltods
wahrend der Embryonalentwicklung und Gewebereorganisation, aber auch bei der Regulation der
Immunantwort, der Eliminierung autoreaktiver Immunzellen und der Tumorregression eine
wichtige Rolle spielt.

Apoptotische Zellen sind durch charakteristische morphologische und biochemische Veran-
derungen gekennzeichnet. Hierzu gehoéren blasige Veranderungen der Plasmamembran
(membrane blebbing) und eine starke Abnahme des Zellvolumens (Wyllie et al., 1980). Aufgrund
dessen verlieren die Zellen den Kontakt zu den Nachbarzellen und treten in eine Phase ein, die
als Zeiose bezeichnet wird. Wahrend der Zeiose findet die Auflésung der Kernmembran, sowie
die Kondensierung und anschlieRende Fragmentierung des Chromatins statt (Wyllie et al., 1984).
Einhergehend mit den morphologischen Veranderungen erfolgt im Verlauf der Apoptose auf
molekularer Ebene ein Verlust der Membranasymmetrie durch Externalisierung von Phos-
phatidylserin (PS) auf die Membranaulienseite (Fadok et al., 1992) und die Aktivierung endo-
gener Proteinasen und Nukleasen (Wyllie, 1980; Duke et al., 1983). Die beobachtete De-
stabilisierung der Kernmembran und die Kondensation des Chromatins werden durch die
Proteolyse der DNS-Gerlistkomponente Lamin verursacht. AnschlieRend folgt die Degradierung
der Kern-DNS durch DNasen, welche die DNS in den internukleosomalen Regionen spalten
(Sakahira et al., 1998). Dadurch entstehen DNS-Fragmente mit einer Grdéflte von 200 bp und
Vielfachen dieser internukleosomalen Fragmente, die bei gelelektrophoretischer Auftrennung
eine charakteristische ,Leiterbildung® (DNA laddering) erzeugen. In der Endphase des
programmierten Zelltods werden die Zellorganellen in einzelne intakte Vesikel eingeschlossen,
die als ,apoptotische Korperchen® (apoptotic bodies) bezeichnet werden. Diese werden
anschlieRend von Makrophagen und anderen phagozytierenden Zellen aufgenommen und
abgebaut. Die lIdentifizierung apoptotischer Zellen durch Phagozyten ist bislang noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein auf apoptotischen Zellen
exprimiertes Thrombospondin-bindendes Protein durch einen Komplex aus dem Vitronektin-
Rezeptor, CD36 und Thrombospondin auf der Oberflache von Phagozyten erkannt wird (Savill et
al., 1990; Savill et al., 1993). Ein weiterer mdglicher Erkennungsmechanismus kdnnte das im
Verlauf der Apoptose auf die Membranaullenseite translozierte PS darstellen, das von
Makrophagen Uber den PS-Rezeptor gebunden wird (Fadok et al., 2000). Abbildung 1 zeigt die
morphologischen Charakteristika apoptotischer Zellen.



Inhaltsverzeichnis 2

Abbildung 1: Mikroskopische Darstellung der morphologischen Veranderungen wahrend der
verschiedenen Phasen des Apoptoseprozesses (aus Janeway and Travers, 1997)

Lebende Zelle mit normalem Kern

In einem frihen Apoptosestadium erfolgt eine Kondensation des Chromatins (weilRer Pfeil) einhergehend mit
blasigen Veranderungen der Zellmembran (schwarzer Pfeil)

C: In einer spaten Phase der Apoptose weisen Zellen einen stark kondensierten Zellkern auf (weilRer Pfeil); durch
die Freisetzung von Membranvesikeln tritt eine starke Zellschrumpfung ein

Alle Vergréferungen: 3500-fach

o >

Von dem geregelten Prozess der Apoptose unterscheidet man eine weitere Form des Zelltods,
die bei mechanischen oder chemischen Verletzungen von Zellen oder Geweben (z.B. Strahlung,
Sauerstoffmangel oder Chemikalieneinfluss) auftritt und als Nekrose bezeichnet wird. Nekro-
tische Zellen sind durch ein starkes Anschwellen des Zellkdrpers charakterisiert und weisen
geschadigte Organellen auf. Im Gegensatz zur Apoptose, bei der die Integritat der Zellmembran
bis zur Phagozytose gewahrt bleibt, resultiert nekrotischer Zelltod in einem Zerfall der Zelle
einhergehend mit einer Entleerung des Zellinhalts. Die Zellreste werden von phagozytierenden
Zellen aufgenommen und abgebaut. Ausgeldst durch die Freisetzung zellularer Enzyme und
Metaboliten ist der Nekroseprozel im Unterschied zur Apoptose von einer Entziindungsreaktion
begleitet.

1.1.2 Die Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R)-Familie

1.1.2.1 Mitglieder der TNF-R-Familie

Die Mitglieder der TNF-R-Familie gehoren zur Kategorie der Typ-I-Transmembranproteine und
zeichnen sich durch mehrere extrazellulare Cystein-reiche Doméanen (CRD) aus (Tabelle 1).
Mitglieder dieser Familie lben abhangig vom Zelltyp und anderen Signalen pleiotrope Funktionen
aus. Neben der Induktion der Zellproliferation, Zellaktivierung, Zelldifferenzierung und der
Genexpression spielen einige dieser Molekile auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Immunantwort und der Auslésung des apoptotischen Zelltodprogramms (Nagata, 1997;
Ashkenazi und Dixit, 1998). Die Rezeptormolekile liegen nach Bindung ihres Liganden in Form
von trimeren oder multimeren Komplexen vor, die durch Disulfid-Briicken zwischen den CRD
stabilisiert werden. Ein Teil der Proteine kommt auch in einer I6slichen Form vor, die durch
Abspaltung des extrazellularen Anteils der Rezeptoren oder durch alternatives Spleien entsteht
(als Ubersichtsartikel s. Gruss und Dower, 1995).
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Mitglieder der TNF-R-Familie Anzahl der CRD
TNF-RII 4
TNF-RP 4

CD40
CD30
LTB-R
CD27 (Dimer) 2x3
4-1BB
GITR
RANK
ATAR
HVEM
OPG
CD134 (OX40)

Al O b

Bl W W WA WS

Tabelle 1: Mitglieder der TNF-R-Familie

TNF-R: Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor; TNF-RP: tumor-necrosis-factor-receptor-related protein; LTp-R:
Lymphotoxinp-Rezeptor; GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-related receptor,
RANK: receptor activator of nuclear factor-xB; OPG: Osteoprotegerin; ATAR: “another TRAF-associated
receptor”; HVEM: herpes virus entry mediator

1.1.2.2 Die Subfamilie der ,Todesrezeptoren“

Die sich standig vermehrende Zahl der Mitglieder der Subfamilie der ,Todesrezeptoren® (death
receptors) umfasst derzeit neun Mitglieder (Abbildung 2). Die Rezeptoren gehéren zur TNF-R-
Familie und sind durch eine konservierte, 80 Aminosauren umfassende zytoplasmatische
Doméne gekennzeichnet, die ,Todesdomane® (death domain) (Tartaglia et al., 1993). Die
»1odesdoméane® wird im Folgenden als D-Doméne bezeichnet. Mutationsanalysen zeigten, dass
die intrazellulare D-Domane fir die Weiterleitung des apoptotischen Signals verantwortlich ist
(Itoh und Nagata, 1993.). Zu dieser Rezeptorfamilie gehéren auch 3 Rezeptoren, durch die keine
Signalweiterleitung erfolgt. Diese werden als sogenannte ,Kdderrezeptoren® (decoy receptors,
DcR) bezeichnet und sind durch eine fehlende (DcR1) oder eine verkirzte, nicht-funktionelle
D-Domane (DcR2) gekennzeichnet (als Ubersichtsartikel s. Schulze-Osthoff et al., 1998). Der
.Kodderrezeptor 3 (DcR3) besitzt eine mutierte D-Doméne (Yu et al., 1999). In Hihnern konnte
ein weiteres Mitglied der ,Todesrezeptoren® identifiziert werden, das als CAR1 (circumvent
adenovirus receptor 1) bezeichnet wird (als Ubersichtsartikel s. Strasser et al., 2000).
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CRD
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™ £
V4
DD
TNF-R1 CD95 NGF-R DR3 DR4 DR5 DcR1 DcR2 DcR3
APO-1 TRAMP TRAIL-R1 TRAIL-R2 TRAIL-R3 TRAIL-R4 TR6
Fas APO-3  APO-2 TRID
wsl-1 LIT
LARD

Abbildung 2: Schematische Darstellung der humanen Mitglieder der Subfamilie der ,, Todesrezeptoren*
(death receptors)

Die extrazellularen Cystein-reichen Domanen (CRD) wurden in Form von Kreisen, die Transmembrandomanen
(TM) in Form von schwarzen Rechtecken dargestellt. Alle Mitglieder dieser Familie mit Ausnahme des ,K&der-
rezeptors 1“ (decoy receptor 1, DcR1) weisen eine zytoplasmatische ,Todesdoméane® (bezeichnet als DD, death
domain) auf, die in Form von grauen Rechtecken dargestellt wurde. Der ,Kdderrezeptor 2“ (decoy receptor 2,
DcR2) besitzt eine verkiirzte, nicht-funktionelle D-Domane. Der ,Kdderrezeptor 3 (decoy receptor 3, DcR3) hat
eine mutierte D-Domane. Einige der Rezeptoren wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen gleichzeitig entdeckt
und mit verschiedenen Namen bezeichnet.

TNF-R: Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor; NGF-R: Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptor (nerve growth factor
receptor); DR: death receptor; LARD: lymphocyte-associated receptor of death, DcR: decoy receptor. TRID:
TRAIL receptor without an intracellular domain, LIT: lymphocyte inhibitor of TRAIL .

EZ: extrazellular; 1Z: intrazellular

1.1.3 Liganden der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R)-Familie

Die Liganden der Rezeptoren der TNF-R-Familie sind mit Ausnahme des |6slichen Lymphotoxin
o (LTa) Typ-ll-Transmembranproteine und werden in der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie
zusammengefasst (Tabelle 2). Die Mitglieder dieser Familie weisen untereinander nur eine
geringe Homologie (20-25 %) auf, die sich hauptsachlich auf eine 150 Aminosauren umfassende
extrazellulare Region dieser Molekile beschrankt, Uber welche die Rezeptorbindung erfolgt
(Wallach et al., 1998). Alle Mitglieder der TNF-Familie bilden Trimere aus drei identischen
Untereinheiten aus, welche die Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren vermitteln. Durch
die Bindung des Liganden wird eine Oligomerisierung der Rezeptormonomere induziert, die eine
Aktivierung des intrazellularen Signallibertragungswegs auslést (Eck et al., 1988; Eck et al.,
1992; Jones et al., 1992; Banner et al., 1993). Unter physiologischen Bedingungen kénnen die
meisten Molekiile der TNF-Familie auch in einer I6slichen Form vorliegen. Die Abspaltung der
Liganden erfolgt durch spezifische Matrix-Metalloproteinasen (Black et al., 1997).
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Ligand Rezeptor
LIGHT HVEM, LTB-R
LTa TNF-R I, TNF-R Il
LTB LTB-R
TNFa TNF-R I, TNF-R Il
TRAIL (APO-2L) DR4, DR5, DcR1, DcR2
TRANCE (RANKL/OPGL) OPG
CD95L CD95
CD40L CD40
CD30L CD30
CD27L (CD70) CD27
4-1 BBL 4-1 BB
CD134L(0X40L, gp 34) CD134 (OX40)
NGF NGF-R
Tabelle 2: Liganden der Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R)-Familie

LIGHT: ligand for herpes virus entry mediator (HVEM); LTa/LTR: Lymphotoxin a/Lymphotoxin ; TNFa: Tumor-
Nekrose-Faktor o; TRAIL: TNF-related apoptosis inducing ligand; GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor family-related receptor; RANKL: receptor activator of nuclear factor-xkB ligand, OPGL:
Osteoprotegerin-Ligand; NGF: Nerven-Wachstumsfaktor (nerve growth factor)

1.2 Das CD95/CD95-Ligand-System

1.2.1 Entdeckung und Eigenschaften

Der Zelloberflachenrezeptor APO-1 wurde von Trauth et al., 1989 mittels eines monoklonalen
Antikérpers entdeckt, der in verschiedenen humanen Zelllinien innerhalb von 5 Stunden Apop-
tose auslost. Unabhangig davon isolierten Yonehara et al., 1989 ein Zelloberflachenmolekil mit
gleichen Eigenschaften, das mit Fas bezeichnet wurde. Die Klonierung und anschliefende
Sequenzierung der APO-1/Fas-cDNS deckte auf, dass die beiden Molekile identisch sind (ltoh et
al., 1991, Oehm et al., 1992). Der Zelloberflachenrezeptor wird heute nach der CD-Nomenklatur
(Schlossmann et al., 1995) als CD95-Rezeptor bezeichnet und stellt das am besten charak-
terisierte Mitglied der Familie der ,Todesrezeptoren® dar. Das CD95-Rezeptormolekil weist je
nach Grad der Glykosylierung eine Gré3e von 45-52 kD auf und wird als Transmembranrezeptor
an der Zelloberflache exprimiert. Neben der membrangebundenen Form existiert auch eine 16s-
liche Variante, die durch alternatives SpleiRen entsteht (Kayagaki et al., 1995). Das Gen fir den
CD95-Rezeptor (APT-Gen) wurde auf Chromosom 10923 lokalisiert, das Gen des CD95-
Rezeptors der Maus liegt auf Chromosom 19 (Lichter et al., 1992; Watanabe-Fukunaga et al.,
1992). Die Signalkaskade des CD95-Rezeptors kann durch agonistische Antikdrper oder den
natdrlichen Liganden ausgeldst werden. Das CD95-Protein besitzt ein breites Expressionsspek-
trum und konnte in Zellen des Immunsystems, sowie in verschiedenen humanen Zelllinien und
Geweben nachgewiesen werden (Nagata und Golstein, 1995).
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Der Ligand des CD95-Rezeptors, CD95-Ligand (CD95L), wurde aus der cDNS einer natlrlichen
Killer (NK)-Zelllinie isoliert (Suda et al., 1993). Das Gen des humanen und des CD95-Liganden
der Maus liegt auf Chromosom 1 (Takahashi et al., 1994). Die I6sliche Form des CD95L-Proteins
bildet Homotrimere, die jedoch im Vergleich mit der Transmembranform eine wesentlich gerin-
gere zytotoxische Wirkung zeigt (Schneider et al., 1998; Tanaka et al., 1998). Die Expression des
CD95L-Proteins ist auf aktivierte T-Zellen (Suda et al., 1993), B-Zellen (Hahne et al., 1996), NK-
Zellen (Montel et al., 1995; Eischen et al., 1996) und neutrophile Granulozyten (Liles et al., 1996)
beschrankt.

1.2.2 Biologische Funktion

Die biologische Funktion des CD95-Rezeptors und seines Liganden wurde an Mausen, die Muta-
tionen in den jeweiligen Genen aufweisen, aufgeklart. Mause mit der lpr (lymphoproliferation)-
Mutation, die durch die Insertion eines retroviralen Transpositionselements entstanden ist,
besitzen keinen CD95-Rezeptor (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Adachi et al., 1993). Die gld-
Punktmutation (general lymphoproliferative disorder) erzeugt ein aberrantes CD95L-Protein
(Takahashi et al., 1994). Der Mangel an funktionellem CD95-Rezeptor bzw. CD95-Ligand flhrt in
Mausen zu einer Autoimmunerkrankung, die der humanen ,systemischen Lupus erythematodes”
(SLE)-Erkrankung ahnelt. In beiden Fallen konnte eine Anhaufung von Thy-1-positiven, CD4- und
CD8-negativen T-Zellen und die Produktion von Autoantikbrpern nachgewiesen werden. Beim
Menschen wurde eine ahnliche Krankheit, die auf einer Fehlfunktion des CD95/CD95L-Systems
basiert, beschrieben. Diese als ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome) oder ,Canale-
Smith-Syndrom* bezeichnete Erkrankung basiert auf einer Mutation in der ,Todesdomane® des
CD95-Rezeptors (Drappa et al., 1996) und ist durch die Entwicklung einer massiven gutartigen
Lymphadenopathie, VergroRerung der Milz, Veranderung der T-Zellpopulationen und andere
Charakteristika systemischer Autoimmunerkrankungen gekennzeichnet (Fisher et al, 1995;
Rieux-Laucat et al., 1995). Durch Ruckfihrung dieser Defekte auf Mutationen im CD95/CD95L-
System konnte die physiologische Bedeutung der CD95-vermittelten Apoptose aufgeklart
werden. Diese Form der Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von B- und T-
Vorlauferzellen, die aufgrund einer nicht erfolgten oder falschen Umordnung der Rezeptorgene
keinen funktionellen Oberflachenrezeptor bilden. Darliber hinaus wird der Apoptoseinduktion iber
den CD95-Rezeptor eine wichtige Bedeutung bei der Eliminierung autoreaktiver T-Zellen im
Thymus und somit der Aufrechterhaltung der ,Selbst‘Toleranz beigemessen. In den
Lymphknoten und der Milz tragt die CD95-vermittelte Apoptose aulRerdem zur Aufrechterhaltung
der ,Selbst“-Toleranz in der Peripherie bei und ist essentiell fir die Beendigung einer
Immunreaktion durch die Eliminierung aktivierter, tUberschiissiger T-Zellen (Yagita et al., 1995).
Dieser Mechanismus des durch Aktivierung induzierten Zelltods (activation-induced cell death,
AICD) beruht auf der Erkennung von Antigenen, die von MHC-Molekiilen prasentiert werden,
durch den T-Zell-Rezeptor und einer daraus resultierenden Aktivierung der T-Zellen. Aktivierte T-
Zellen weisen eine verstarkte Expression des CD95L-Proteins auf. Durch die Interaktion von
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CD95L mit CD95-Rezeptormolekilen wird die Apoptose in direkt benachbarten T-Zellen
(,Brudermord®, T cell fratricide), sowie in den aktivierten T-Zellen selbst (,Selbstmord®, autocrine
T cell suicide) ausgelost (Dhein et al., 1995; Brunner et al., 1995). Zytotoxische
T-Zellen (cytotoxic T cells, CTL) und NK-Zellen vermitteln Immunitat gegentber viralen Infek-
tionen, Fremdtransplantaten und neoplastisch transformierten Zellen. Fir die Eliminierung der
Zielzellen verfiigen CTL Uber zwei Mechanismen. Hierbei spielt die Quervernetzung des CD95-
Rezeptors auf der Zielzelloberfliche neben der Perforin-vermittelten Einschleusung von
Proteasen in die Zielzellen eine wichtige Rolle (Kojima et al., 1994; Lowin et al., 1994; Walsh et
al., 1994). Der CD95-Rezeptor wird auch in nicht-lymphozytaren Geweben, beispielsweise der
Leber, exprimiert. Primare humane und Hepatozytenkulturen der Maus zeigen eine ausgepragte
Sensitivitat gegenliber CD95-vermittelter Apoptose (Galle et al., 1995). Ein Defekt im CD95-
Rezeptorgen fiihrt zu einer Zellanhdufung, einhergehend mit einer starken Leber-Hyperplasie
(Adachi et al., 1995). Daher wird dem CD95/CD95L-System auch bei der Aufrechterhaltung der
zellularen Homdéostase in der Leber eine wichtige Bedeutung beigemessen.

1.2.3 Die Signalkaskade des CD95-Rezeptors

1.2.3.1 Ausbildung des Zelltod-induzierenden Signalkomplexes (,,DISC*)

Die Signalkaskade des CD95-Rezeptors ist in Abbildung 3 dargestellt. Studien mit agonistischen
Antikérpern verschiedener Immunglobulin-Subklassen belegten, dass eine effektive Oligomeri-
sierung des CD95-Rezeptors fir die Auslésung und Weiterleitung des apoptotischen Signals
essentiell ist (Dhein et al., 1992). Unter physiologischen Bedingungen I8st die Bindung des tri-
meren CD95L eine Zusammenlagerung der CD95-Rezeptormonomere zu tri- und oligomeren
Komplexen aus. Infolgedessen lagern sich die zytoplasmatischen ,Todesdomanen® der CD95-
Molekile zusammen. Die daraus resultierende Konformationsanderung in den D-Doméanen I6st
die Freilegung einer Proteindomane aus, welche die Assoziation der D-Domanen mit der
D-Domane des Adaptorproteins FADD/MORT1 (Fas-associated protein with a death domain)
erlaubt (Chinnaiyan et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1996). FADD besitzt neben der carboxy-
terminalen D-Domaéane eine weitere Domane, die als DE-Domane (death effector domain)
bezeichnet wird und fir die Weiterleitung des Apoptosesignals essentiell ist. Uber die DE-
Domane von FADD erfolgt sodann die Bindung an eine inaktive Vorstufe einer Protease der
Caspasen-Familie, die als FLICE (FADD-like interleukin-18 converting enzyme)/MACH/Mch 5
oder Caspase-8 bezeichnet wird (Boldin et al., 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996; Muzio et al.,
1997). Der Komplex aus dem oligomerisierten CD95-Rezeptor, dem Adaptorprotein FADD und
Caspase-8 wird als Zelltod-induzierender Signalkomplex (death-inducing signaling complex,
DISC) bezeichnet (Kischkel et al., 1995). Mit der Aktivierung von Caspase-8 am ,DISC* wird eine
Kaskade von Aktivierungsprozessen weiterer Caspasen in Gang gesetzt (Medema et al., 1997),
die im Abschnitt 1.2.3.2 genauer erlautert wird. Neben dem durch den CD95-Todesrezeptor
initiierten Signalweg wird durch bislang ungeklarte Mechanismen eine mitochondriale Signal-
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kaskade ausgel6st, die mdglicherweise durch aktivierte Initiator-Caspasen des CD95-Signalwegs
auf direktem oder indirektem Weg verstarkt werden kann (Kroemer et al., 1997). Somit kénnten
sich beide Signalkaskaden in ihrer Apoptose-auslosenden Wirkung gegenseitig potenzieren. Es
gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass die Mitochondrienkaskade auf eine Veranderung des
mitochondrialen Membranpotentials (,permeability transition“) zurtickzuflihren ist, die in einer
Offnung von Membrankanalen und damit der Freisetzung mitochondrialer Proteine resultiert
(Zamzami et al., 1996a; Zamzami et al., 1996b). Es konnte gezeigt werden, dass dieser
mitochondriale Signalweg durch die anti-apoptotischen Molekiile Bcl-2 und Bcl-x, gehemmt wer-
den kann. Die Blockierung der mitochondrialen Signalkaskade erfolgt durch unterschiedliche
Mechanismen. Bcl-2 bildet lonenkanale in der auReren Mitochondrienmembran und verhindert
direkt oder indirekt die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien (Schendel et al.,
1997; Li et al., 1997). Bcl-x_ hingegen, das ebenfalls lonenkanale in der mitochondrialen Mem-
bran ausbildet, bindet Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) an der Mitochondrienmembran
(Minn et al., 1997). Dies resultiert in der Formierung eines inhibitorischen Komplexes aus Bcl-x,,
Apaf-1 und Procaspase-9 (Pan et al., 1998). Der mitochondriale Signalliibertragungsweg des
CD95-Rezeptors wird in Abschnitt 1.2.3.3 detailliert vorgestellit.

Apoptose-Signal

_—

Caspase-8

AN

%

Caspase-3

Cyt )
. OYY

Caspase-9

(d)ATP

Aktivierung weiterer Caspasen

* Apoptosom
Spaltung von Caspasen-Substraten

v
APOPTOSE

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Signaliibertragung durch den CD95-Rezeptor

Die Bindung des trimeren CD95-Liganden flhrt zur Oligomerisierung der CD95-Rezeptormonomere in der Zell-
membran und zur anschlieBenden Assoziation der ,Todesdomanen“ (D-Doménen) mit der D-Doméane des
Adaptorproteins FADD. FADD enthalt eine zusatzliche DE-Doméne, die mit der DE-Doméne von Caspase-8
interagiert. Der Komplex aus CD95-Rezeptor, FADD und Caspase-8 wird als Zelltod-induzierender Signalkomplex
(death-inducing signaling complex, DISC) bezeichnet.

CD95: CD95-Rezeptor; CD95L: CD95-Ligand; FADD: Fas-associated protein with a death domain; DD: D-
Domane (death domain); DED: DE-Doméane (death effector domain); DISC: death-inducing signaling complex;
C: Cystein-Rest im aktiven Zentrum von Caspasen; Apaf-1: apoptotic protease activating factor; Cyt c:
Cytochrom c; Mito: Mitochondrium
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1.2.3.2 Weiterleitung des apoptotischen Signals durch Caspasen

Der Apparat fir die Ausfiihrung der Apoptose ist in jeder Koérperzelle vorhanden. Im Zentrum die-
ser ,Exekutionsmaschinerie” steht eine Familie intrazellularer Cystein-Proteasen, die Caspasen.
In die Bezeichnung ,Caspasen” geht die Zugehdrigkeit der Caspasen zur Familie der Proteasen,
die einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des Enzyms enthalten als auch die Substratspezifitat
(Caspasen spalten Peptide hinter einem Aspartat-Rest) ein. Die grundlegenden Erkenntnisse
Uber die Funktion und Struktur der Caspasen wurden bei der Untersuchung des programmierten
Zelltods wahrend der Entwicklung des Nematoden Caenorhabditis elegans gewonnen. Anhand
von Mutationsanalysen in C. elegans wurden 2 Gene identifiziert, ced-3 und ced-4 (cell death-
defective), die fir die Ausfihrung des Zelltodprogramms wesentlich sind. Ein weiteres Gen,
ced-9, verhindert die Apoptose (als Ubersichtsartikel s. Liu und Hengartner, 1999). Zu allen drei
Caspasen von C. elegans existieren Gegenstlicke in Saugern, die ahnliche, aber komplexere
Funktionen wahrend des Apoptoseprozesses Ubernehmen. Das Sauger-Homolog zu ced-9 ist
das Bcl-2-Protein, dessen Expression in vielen Tumoren fehlreguliert ist (Reed, 1995). Das
Bcl-2-Protein ist in der duBeren Mitochondrienmembran, der Membran des endoplasmatischen
Retikulums und der Kernmembran lokalisiert und schitzt die Zellen vor einigen Formen des
apoptotischen Zelltods (Vaux, 1997). Die Sequenz des ced-3-Gens zeigt grolke Ahnlichkeit zu der
des Interleukin-1R-konvertierenden Enzyms (interleukin-18-converting enzyme, ICE), dem ersten
Mitglied der Caspasen-Familie in Saugern (Yuan et al., 1993). Das Homolog zu ced-4, Apaf-1,
wurde durch seine Caspase-3-aktivierende Funktion identifiziert (Zou et al, 1997). Die
Caspasen-Familie in Saugern umfasst mittlerweile 14 Mitglieder, die in die Subfamilien der ICE-
ahnlichen-Proteasen, die CED-3-Familie und die CED-2-Familie eingeteilt werden (s. Tabelle 3).

Name zusatzliche Domanen Zuordnung zu Subfamilie

Initiator-Caspasen

Caspase-2 CARD Caspase-2 Familie
Caspase-9 CARD Caspase-3 Familie
Caspase-8 DED Caspase-3 Familie
Caspase-10 DED Caspase-3 Familie
Effektor-Caspasen

Caspase-3 - Caspase-3 Familie
Caspase-6 - Caspase-3 Familie
Caspase-7 - Caspase-3 Familie
Caspase-1 CARD ICE-Familie
Caspase-4 CARD ICE-Familie
Caspase-5 - ICE-Familie
Caspase-11 - ICE-Familie
Caspase-12 - ICE-Familie
Caspase-13 - ICE-Familie
Caspase-14 - ICE-Familie

Tabelle 3: Ubersicht liber die Mitglieder der Caspasen-Familien in Sdugern

CARD: caspase-recruitment domain (s. 1.2.3.3); DED: DE-Doméane (death effector domain)
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Alle Caspasen werden konstitutiv und in Form von katalytisch inaktiven Proenzymen synthetisiert,
die aus einer aminoterminalen Prodomane, sowie der Caspasen-Domane, die aus einer grof3en
und einer kleinen Untereinheit aufgebaut ist, bestehen. Die Aktivierung der Caspasen erfolgt
durch die autoproteolytische Prozessierung der Proenzyme, wodurch die drei Doméanen des
Enzyms freigesetzt werden. Das aktive Enzym ist ein Heterotetramer, das aus je einem
Heterodimer der grof3en und kleinen Untereinheit aufgebaut ist (Walker et al., 1994). Abbildung 4
zeigt den Aktivierungsprozess am Beispiel von Caspase-8, die in 2 funktionellen Isoformen,
Caspase-8a und Caspase-8b, in der Zelle vorkommt (Scaffidi et al., 1997). Die beiden Isoformen
unterscheiden sich lediglich in der Gré3e der ersten DE-Domane in der Prodoméne des Enzyms.

l 1. Spaltung

Caspase-8a | DED H DED H p18 UE H p10 UE | 55,4 kD
Caspase-8b [ bep |{ pep [ p18 UE H ptoue  |s37kD
l 2, Spaltung l
asko [ DED Hbeb H  psue | —  ploUE | 12kD
410 | pep |{ DED |H{  p1suE | — p1oue |12k
260 | DED | DED | — | 018 UE |18 kD | poue  |10kD
24kD | DED H{DED — |  p18LE |18 kD | ptoue |10k

Abbildung 4: Proteolytische Prozessierung von Caspase-8

Die inaktiven Proenzyme Caspase-8a (55,4 kD) und Caspase-8b (53,7 kD) werden durch zwei proteolytische
Spaltungen aktiviert. Mit der ersten Spaltung wird die kleine Untereinheit mit einer intermediaren Grofke von
12 kD freigesetzt. Die resultierenden intermediaren Spaltprodukte haben eine Grofte von 43 kD (Caspase-8a) und
41 kD (Caspase-8b). Die zweite Spaltung setzt die Prodomane der Isoenzyme (26 kD bei Caspase-8a (p26); 24
kD bei Caspase-8b (p24)), die groRe Untereinheit mit einer Gré3e von 18 kD (p18) und die kleine Untereinheit mit
einer Grofte von 10 kD (p10) frei.

DED: DE-Doméane (death effector domain); UE: Untereinheit

Die hierarchische Einordnung der Caspasen ist bislang noch nicht genau aufgeklart. Die
Aktivierungskaskade der Caspasen wird durch apikale Initiator-Caspasen ausgelOst, die den
initialen, Apoptose-induzierenden Stimulus weiterleiten und die Aktivierung von sogenannten
Effektor-Caspasen bewirken, die letztendlich zellulare Proteinsubstrate aktivieren oder inaktivie-
ren, die an der Vollstreckung des Zelltodprogramms beteiligt sind. Muzio et al., 1997 konnten
nachweisen, dass Caspase-8 in vitro direkt die Spaltung von Caspase-3, -4, -7, -9 und -10 ini-
tiiert. Caspase-2 und -6 werden dagegen indirekt durch andere Caspase-8-aktivierte Caspasen
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gespalten. Des Weiteren existieren Hinweise darauf, dass die Aktivierung von Caspase-3 die
Spaltung von Caspase-6, -7 und -9 zur Folge hat (Srinivasula et al., 1996; Hirata et al., 1998).

Die Proteinsubstrate der Caspasen umfassen Strukturproteine, Signalproteine und Kinasen,
Regulatoren des Zellzyklus, sowie Proteine, die am DNS/RNS-Metabolismus beteiligt sind
(s. Tabelle 4).

Protein Funktion

Strukturproteine

Aktin Bestandteil des Zytoskeletts

Keratin-18 Bestandteil von Intermediarfilamenten

Lamine Bestandteile der Kernmembran

Gas2 Reorganisation des Zytoskeletts

Gelsolin Modulation der Aktin-Reorganisation

R-Catenin Beteiligung an der Zellmigration

Fodrin mdgliche Beteiligung am ,membrane blebbing*

Signalproteine und Kinasen

cPLA, noch unbekannte Funktion bei der Vermeidung der Auslésung
einer Entzindungsreaktion bei der Apoptose

D4-GDI Aktivierung der Mitglieder der Ras-verwandten Rho-GTPasen

MEKK-1 Regulation des JNK-Signaltransduktionswegs; Blockierung
der durch oxidativen Stress ausgeldsten Apoptose

PKC & Beteiligung an der PS-Membrantranslokation

FAK Organisation des Zytoskeletts und Signaltransduktion

PITSLRE (cdc2- verwandt) Regulation des Zellzyklus

Zellzyklusregulatoren

MDM2 Regulation des Zellzyklus

RB-Protein Regulation des Zellzyklus

Proteine des DNS/RNS-
Metabolismus

DNS-PK Erkennung von DNS-Doppelstrangbriichen und DNS-
Schéaden

hnRNP-C;U1-70 kD; C2, C3 RNS-Spleilten

PARP Erkennung von DNS-Strangbrtichen

RFC Beteiligung an der DNS-Replikation

DFF Beteiligung an der DNS-Fragmentierung

iCAD Blockierung der internukleosomalen DNS-Spaltung durch
CAD

Tabelle 4: Zusammenfassung der wichtigsten Caspasen-Substrate und ihrer Funktion

Gas2: growth arrest specific gene 2; cPLA;: cytosolic phospholipase A2; D4-GDI: D4-GDP dissociation inhibitor;
MEKK-1: mitogen-activated protein kinase kinase-1; PKCS: Protein-Kinase C-Isoform &; FAK: focal adhesion
kinase; mdm2: murine double-minute chromosome 2; RB-Protein: Retinoblastom-Protein; DNS-PK: DNS-
Protein-Kinase; hnRNP-C: heteronuclear ribonucleoprotein C; PARP: Poly(ADP-Ribose)-Polymerase; RFC:
Replikationsfaktor C; DFF: DNA fragmentation factor, iCAD: inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease;
CAD: Caspase-activated deoxyribonuclease
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1.2.3.3 Typ-I- und Typ-ll-Zellen

Neben dem in Abbildung 3 dargestellten Signaltransduktionsweg des CD95-Rezeptors gibt es
Hinweise auf die Existenz eines weiteren Signalwegs des Rezeptors (Scaffidi et al., 1998). Die
beiden moglichen Apoptose-auslésenden Signalkaskaden werden dabei von verschiedenen Zell-
typen benutzt, die demzufolge in Typ-I- und Typ-lI-Zellen unterschieden werden. Zu Typ-I-Zellen
gehdren beispielsweise die T-Leukamie-Zelllinie H9 und die B-Lymphom-Zelllinie SKW6.4. Die T-
Lymphom-Zelllinien Jurkat und CEM wurden dagegen als Vertreter der Typ-lI-Zellen kategorisiert.
In Typ-I-Zellen konnte die Ausbildung des Zelltod-induzierenden Signalkomplexes (,DISC*)
nachgewiesen werden. Nach Ausldsung der Apoptose mittels eines agonistischen Anti-CD95-
Antikérpers der IgG3-Subklasse erfolgt in Typ-I-Zellen die Aktivierung von Caspase-8 am ,DISC*
innerhalb weniger Sekunden, die Spaltung von Caspase-3 konnte innerhalb von 30 Minuten
nachgewiesen werden. Somit wird fur Typ-I-Zellen der in Abbildung 3 dargestellte CD95-Signal-
Ubertragungsweg postuliert. In Typ-ll-Zellen hingegen ist die Ausbildung des ,DISC* beeintrach-
tigt. Dennoch werden geringe Mengen von Caspase-8 gespalten. In Typ-ll-Zellen kann ebenso
wie in Typ-I-Zellen eine mitochondriale Signalkaskade aktiviert werden, die in Abbildung 5 dar-
gestellt ist.

Aufgrund der verminderten ,DISC*-Ausbildung hangt in Typ-lI-Zellen die Auslésung der CD95-
vermittelten Apoptose wahrscheinlich von der Aktivierung dieses mitochondrialen Signaltber-
tragungswegs ab. Obwohl Typ-ll-Zellen einen Defekt in der ,DISC“-Formierung aufweisen,
konnten die wenigen am CD95-Rezeptor aktivierten Caspase-8-Molekiile ausreichend sein, um
den Signalweg in Gang zu setzen. An diesem Prozess ist ein Protein der Bcl-2-Familie, BID, be-
teiligt (Tan et al., 1999). BID wird nach Aktivierung durch Caspase-8 als integrales Membran-
protein in die Mitochondrienmembran eingelagert und bildet dort einen lonenkanal, tber den die
Freisetzung von Cytochrom c in das Zytoplasma erfolgt (Gross et al., 1999; Li et al., 1998).
Freigesetztes Cytochrom c assoziiert im Zytoplasma mit dem Protein Apaf-1 (vgl. 1.2.3.2). Durch
die Bindung von Cytochrom c wird in Apaf-1 in Gegenwart von (d)ATP eine Konformations-
anderung ausgelost, welche die Freilegung einer aminoterminalen Doméane in Apaf-1 zur Folge
hat. Diese als Caspase-Rekrutierungsdomane (caspase recruitment domain, CARD) bezeichnete
Proteinregion kommt auch in Caspase-1, -2, -4 und -9 vor (Hofmann et al., 1997). Die freigelegte
Domane von Apaf-1 bindet und aktiviert Procaspase-9, die anschlielend die Aktivierung von
Caspase-3 auslost. Der Komplex aus Cytochrom c, Apaf-1 und (Pro)Caspase-9 wird auch als
~Apoptosom“ bezeichnet (Saleh et al., 1999), welches als Ausgangspunkt fir weitere
aufeinanderfolgende Caspasen-Aktivierungen dient (Li et al., 1997). Dementsprechend wird in
Typ-ll-Zellen wahrscheinlich ein Grofdteil der Caspase-8-Molekiile erst nach Auslosung der
mitochondrialen Signalkaskade aktiviert.

Der Einfluss der Expression der Proteine Bcl-2 und Bcl-x. auf den CD95-Signallibertragungsweg
stellt sich jedoch kontrovers dar. In einigen Zellen konnte eine Blockierung der CD95-vermittelten
Apoptose durch Bcl-2 und Bcl-x, nachgewiesen werden (ltoh et al., 1993; Mandal et al., 1996; Li
et al., 1997). Die Ergebnisse konnten von anderen Arbeitsgruppen jedoch nicht bestatigt werden
(Vanhaesebroeck et al., 1993; Memon et al., 1995).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des alternativen Signaliibertragungswegs des CD95-Rezeptors

In Typ-llI-Zellen, die in ihrer Ausbildung des ,DISC* beeintrachtigt sind, wird ein alternativer Signallber-
tragungsweg des CD95-Rezeptors durch die Bildung geringer Mengen aktiver Caspase-8 an den verbleibenden
,DISC“-Molekiilen ausgelost. Dieser Signalweg verlauft Gber die Mitochondrien und kann neben CD95 auch durch
andere Apoptosestimuli ausgeldst werden. Aktive Caspase-8 induziert die proteolytische Aktivierung des Proteins
BID, das daraufhin in die Mitochondrienmembran als integrales, lonenkanal-bildendes Protein integriert. Dadurch
erfolgt die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Infolgedessen werden in Typ-ll-Zellen grol3e
Mengen von Caspase-8 hauptsachlich nach Auslosung der mitochondrialen Signalkaskade aktiviert. Das in das
Zytoplasma freigesetzte Cytochrom c assoziiert dort mit dem Protein Apaf-1 und I6st in diesem in Gegenwart von
(d)ATP eine Konformationsanderung aus, die zur Freilegung der CARD-Domaéne in Apaf-1 fihrt. Diese Domane
von Apaf-1 bindet die CARD-Domane von Procaspase-9. Dies resultiert in der Aktivierung von Procaspase-9, die
anschlieBend die Aktivierung von Procaspase-3 auslost. Der Komplex aus Cytochrom c¢, Apaf-1 und
(Pro)caspase-9 wird als ,Apoptosom* bezeichnet.

CD95: CD95-Rezeptor; CD95L: CD95-Ligand; FADD: Fas-associated protein with a death domain; DD: D-
Domane; DED: DE-Domane ; DISC: death-inducing signaling complex; Cyt c: Cytochrom c; Mito: Mitochondrium;
Apaf-1: apoptotic protease activating factor; C: Cystein-Rest im aktiven Zentrum von Caspasen

In vivo werden periphere T-Zellen und Thymocyten, in denen die Ausbildung des ,DISC* nachge-
wiesen werden konnte, als Typ-I-Zellen eingestuft (Peter et al., 1997). In diesen Zellen konnte die
CD95-vermittelte Apoptose auch nicht durch Uberexpression von Bcl-2 verhindert werden
(Moreno et al., 1996). Leberzellen hingegen werden als Vertreter der Typ-ll Zellen eingeordnet,
da in diesen Zellen eine Bcl-2-vermittelte Inhibition der CD95-induzierten Apoptose beobachtet
wurde (Lacronique et al., 1996).
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1.2.4 Regulierung der CD95-vermittelten Apoptose liber c-FLIP

Das CD95/CD95L-System Ubernimmt wie unter 1.2.2 beschrieben eine wichtige biologische
Funktion bei der raschen und selektiven Entfernung von Zellen. Um die hohe Spezifitat der
Eliminierungsprozesse sicherzustellen, unterliegt die Auslésung der CD95-Signalkaskade einer
feinregulierten Kontrolle. Erste Hinweise auf derartige Kontrollmolekile, welche die Sensitivitat
von Zellen gegeniber Apoptosesignalen beeinflussen, wurden erstmals in Viren entdeckt, die
verschiedene Strategien entwickelt haben, um die Selbstvernichtung infizierter Zellen zu verhin-
dern. Mitglieder der Familie der viralen Serpine (Serinprotease-Inhibitoren) spielen beispielsweise
bei der Inaktivierung von Granzym B eine Rolle, das von aktivierten zytotoxischen T-Zellen nach
Antigenerkennung exozytiert wird, um die Lyse der Zielzellen herbeizufiihren (Ray et al., 1992).

Mit der Entdeckung von Caspase-8, die zwei DE-Domanen besitzt (s. 1.2.3.2), konnte eine
Familie DE-Domanen enthaltender Proteine identifiziert werden. Zu dieser gehoren auch virale
Proteine mit Homologie zu Caspase-8, z.B. von Herpes Virus Saimirii (HSV), Pferdeherpes-
virus 2, Rinderherpesvirus 4, humanem Karposi-Sarkom-assoziiertem Herpes Virus 8 (HHV8)
und von humanem Molluskipoxvirus, die in der Familie der v-FLIPs (viral FLICE inhibitory
proteins) zusammengefasst werden (Thome et al., 1997). v-FLIPs besitzen wie Caspase-8 zwei
DE-Domanen, die kleine und grof3e Untereinheit der Caspasen fehlen jedoch.

Das zellulare Homolog der v-FLIP-Proteine wird als c-FLIP (Irmler et al., 1997), I-FLICE (Hu et
al., 1997), Casper (Shu et al., 1997), CASH (Goltsev et al., 1997), CLARP (Inohara et al., 1997),
FLAME-1 (Srinivasula et al., 1997), MRIT (Han et al., 1997) oder Usurpin (Rasper et al., 1998)
bezeichnet. Im Folgenden wird der Name ,c-FLIP’ verwendet. Das humane c-FLIP-Gen umfasst
13 Exons und liegt zusammen mit den Genen fiir Caspase-8 und Caspase-10 auf Chromosom
2q33-34 (Rasper et al., 1998). Durch alternatives SpleiRen des c-FLIP-Transkripts entstehen eine
kurze und eine lange Variante des c-FLIP-Proteins, die als c-FLIPs (c-FLIP short) und
c-FLIP_ (c-FLIP long) bezeichnet werden. Die kurze Form des c-FLIP-Proteins besteht wie die
v-FLIPs aus zwei DE-Doméanen und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 28 kD. Die lange Form
des Proteins ist wie Caspase-8 aus zwei DE-Doméanen, sowie einer gro3en und einer kleinen
Untereinheit aufgebaut und weist ein Molekulargewicht von 55 kD auf. Der Vergleich der Amino-
sauresequenzhomologien des humanen c-FLIP-Proteins (hc-FLIP) und des c-FLIP-Proteins der
Maus (mc-FLIP) mit v-FLIPs und Caspase-8 ist im Anhang 8.2 dargestellt.

Im Gegensatz zu Caspase-8 besitzt c-FLIP_ keine proteolytische Aktivitat. Dies ist auf den
Austausch zweier Aminosauren (Histidin und Cystein) der katalytischen Triade (Histidin, Glycin
und Cystein) des Caspase-8-Proteins durch die Aminosauren Arginin (hc-FLIP.) bzw. Leucin (mc-
FLIP.) und Tyrosin zurlickzufihren (Walker et al., 1994). Aufgrund dessen reprasentiert
c-FLIP_ ein inaktives Mitglied der Caspasen-Familie.

Die Aktivierung von Caspase-8 erfolgt vermutlich nach der in Abbildung 6 dargestellten Modell-
vorstellung. In Zellen, die ein Apoptose-auslésendes Signal erhalten haben, wird Caspase-8 am
,DISC* zyklisch aktiviert. Hierbei tritt je ein Procaspase-8-Molekil in den ,DISC* ein und wird in
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zwei proteolytischen Aktivierungsschritten (s. 1.2.3.1) prozessiert. Die resultierenden Spaltpro-
dukte werden aus dem ,DISC* freigesetzt, so dass der Komplex fir die Aufnahme und Aktivie-
rung eines weiteren Caspase-8-Moleklils frei ist.

Die Apoptose-hemmende Wirkung der c-FLIP-Proteine beruht vermutlich auf der Interaktion der
DE-Domanen der c-FLIP-Molekile mit der DE-Doméne des Adaptormolekils FADD und den DE-
Domanen von Caspase-8. Aufgrund dieser Wechselwirkungen wirde in Gegenwart eines
Uberschusses an c-FLIP-Proteinen die Rekrutierung von Caspase-8 zu FADD-Molekiilen
blockiert. Von bereits an den ,DISC* gebundenen Caspase-8-Molekilen wird zunachst die kleine
Untereinheit (p10) abgespalten, der Rest des Molekils wird jedoch nicht weiter prozessiert und
verbleibt im Komplex mit FADD und c-FLIP am CD95-Rezeptor. Demzufolge wiirde eine weitere
Rekrutierung von Caspase-8 in den ,DISC“ und damit die Aktivierung von Procaspase-8-
Molekilen verhindert.

%E Prodomane

c-FLIP, Q@ aktives Caspase-8
®10(p10)

:

Heterotetramer

Caspase-3
Procaspase-8 ‘

APOPTOSERESISTENZ

Abbildung 6: Modellvorstellung der zyklischen, proteolytischen Aktivierung von Caspase-8 und der
Funktionsweise von c-FLIP-Proteinen

Infolge eines Apoptose-auslésenden Signals wird das Caspase-8-Proenzym in den Komplex aus CD95-Rezep-
toroligomeren und dem Adaptormolekil FADD rekrutiert. Dies resultiert in der Ausbildung eines funktionellen
Zelltod-auslésenden Signalkomplexes (,DISC®). In Gegenwart von c-FLIP-Proteinen (hier dargestellt in Form von
c-FLIP,) erfolgt zunachst eine Abspaltung der kleinen Untereinheit (p10) der bereits gebundenen Caspase-8-
Proteine. Der Rest des Molekiils wird jedoch nicht weiter gespalten und verbleibt im Komplex mit FADD und
c-FLIP. am CD95-Rezeptor. Demzufolge wirde eine weitere Rekrutierung von Procaspase-8 in den ,DISC* und
damit die Aktivierung von Procaspase-8-Molekiilen verhindert.

CD95: CD95-Rezeptor; CD95L: CD95-Ligand; FADD: Fas-associated protein with a death domain; DD: D-
Domaéane (death domain); DED: DE-Domane (death effector domain); DISC: death-inducing signaling complex;
C: Cystein-Rest im aktiven Zentrum von Caspasen; Y: Tyrosin-Rest im ,aktiven Zentrum* von c-FLIP_-Proteinen;
UE: Untereinheit.
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Neben der verkirzten Variante c-FLIPs existieren zwei weitere Splei3formen, denen ein Teil der
kodierenden Sequenz der Caspasen-Domane fehlt. c-FLIP-Proteine werden in den meisten
Geweben und Zellen, vor allem in peripheren Blutlymphozyten (PBL), sowie Herz- und Skelett-
muskelgewebe exprimiert.

Im Vergleich zu der kurzen Form des c-FLIP-Proteins gewahrt die lange Variante einen starkeren
Schutz vor der Auslésung der Apoptose (Irmler et al., 1997). Dies ist mdoglicherweise auf eine
zusatzliche Interaktion der Caspasen-Domane von c-FLIP_ mit der entsprechenden Doméne des
Caspase-8-Proteins zuriickzufiihren. Da FADD und Caspase-8 an der Signallibertragung aller
bislang bekannten ,Todesrezeptoren® (s. 1.1.2.2) beteiligt sind, spielen c-FLIP-Molekile auch bei
der Blockierung der Apoptose, die durch TNF-R |, DR3 und die Rezeptoren fir TRAIL (DR4,
DR5) ausgel6st wird, eine wichtige Rolle (Irmler et al., 1997; Schneider et al., 1997; Goltsev et
al., 1997; Hu et al., 1997; Srinivasula et al., 1997). Neben FADD und Caspase-8 interagiert
c-FLIP. auch mit Caspase-3 (Shu et al., 1997), Bcl-x. (Han et al., 1997), sowie den Proteinen
TRAF-1 und TRAF-2, die an der Signalweiterleitung des TNF-R | beteiligt sind.

In in vitro-Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Expression des c-FLIP -Proteins mit
der Apoptosesensitivitat aktivierter T-Zellen korreliert (Irmler et al., 1997; Refaeli et al., 1998).
,Western Blot’-Analysen von aktivierten T-Zellen zeigten, dass die Zellen an Tag 1 ihrer Aktivie-
rung eine starke Expression des c-FLIP_-Proteins aufweisen. Im Gegensatz dazu sind die Zellen
an Tag 6 ihrer Aktivierung durch einen Apoptose-sensitiven Phanotyp charakterisiert. Dies korre-
liert mit einer verringerten Expression des c-FLIP_-Proteins. Aktivierte T-Zellen exprimieren einen
hochaffinen IL-2-Rezeptor und sezernieren IL-2 (Wang et al., 1996). Das Zytokin IL-2 induziert
dabei die Transkription des CD95L-Gens und damit die CD95L-Zelloberflachenexpression. Das
CD95L-Protein bindet an den CD95-Rezeptor der T-Zellen und I6st so den unter 1.2.2 erlauterten
Prozess des durch Aktivierung induzierten Zelltods (activation-induced cell death, AICD) aus. IL-2
spielt zusatzlich eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Expression des c-FLIP-Gens. Versuche
mit Wildtyp-Mausen und Mausen mit einer Mutation in beiden Allelen des IL-2-Gens (IL-2 /" -
Mause) zeigten, dass die Transkription des c-FLIP-Gens in Gegenwart von IL-2 inhibiert wird
(Refaeli et al., 1998; Algeciras-Schimnich et al., 1999). Der Mechanismus der Inhibition ist jedoch
bislang nicht bekannt. Dartiber hinaus wurde auch ein Einfluss des anti-apoptotischen Bcl-x,-
Proteins auf die Sensitivitdt aktivierter T-Zellen gegenliber CD95-vermittelter Apoptose
beschrieben (Boise et al., 1995).
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1.3 Apoptose und Tumorentstehung

1.3.1 Passive Mechanismen

Die Zellhomoostase eines Gewebes resultiert aus einer streng regulierten Balance zwischen
Zellteilung (Proliferation) und apoptotischem Zelltod. Tumore entstehen aus einzelnen transfor-
mierten Zellen, in denen die Mechanismen, welche die kontrollierte Zellproliferation und den
geregelten Zelltod sicherstellen, versagen. Somit wird der Zelleliminierung mittels Apoptose nicht
nur bei der Tumorregression, sondern auch bei der Krebsentstehung und der Tumorprogression
eine grolie Bedeutung beigemessen.

Tumorzellen verfligen aulRerdem Uber verschieden Mechanismen, sich dem zellularen Immun-
Uberwachungssystem zu entziehen (als Ubersichtsartikel s. Marincola et al., 2000). Hierzu gehort
beispielsweise ein Verlust der Immunogenitat aufgrund einer verringerten oder fehlenden Ex-
pression von Tumor-assoziierten antigenen Peptiden (tumor-associated antigens, TAA) oder
Haupthistokompatibilitdtskomplexmolekillen (major histocompatibility complex, MHC). Des
Weiteren kénnen Defekte in der intrazellularen Prozessierung antigener Peptide und die fehlende
Expression kostimulatorischer Molekiile, die fir eine effektive T-Zell-Aktivierung und damit fir die
Eliminierung der entarteten Zellen notwendig sind, zur Tumorprogression beitragen.

1.3.2 Aktive Mechanismen : Expression des CD95L-Proteins

Neben den genannten passiven Mechanismen haben Tumorzellen auch aktive Strategien
entwickelt, um dem Immunsystem zu entkommen. Eine Strategie kdnnte die Sekretion immun-
regulatorischer Zytokine, beispielsweise des transformierenden Wachstumsfaktor-p (transforming
growth factor-f, TGF-B) oder der Interleukine IL-6 und IL-10 darstellen (Marincola et al., 2000).
Ein weiterer Mechanismus, der moglicherweise bei der Tumorentstehung und -progression eine
Rolle spielt, kdnnte auf die Expression von CD95L-Molekiilen an der Zelloberflache von Tumoren
zuriickzufiihren sein. O'Connell et al., 1996 berichteten erstmals, dass Kolonkarzinomzellen
funktionelles CD95L-Protein exprimieren und in vitro T-Zellen durch Induktion des CD95-
vermittelten Apoptoseprogramms abtéten. Das CD95L-Protein konnte mittlerweile in einer Reihe
von Tumoren verschiedenen Ursprungs nachgewiesen werden (s. Tabelle 5).
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Zelltypen

Literaturstelle

Astrozytome

Saas et al., 1997

B-Zell-Lymphome

Daniel et al., 1997; Mullauer et al., 1998

Eileiterkarzinome

Rabinowich et al., 1998

Gallenwegskarzinome

Que et al., 1999

Gebarmutterkarzinome

Contreras et al., 2000

Glioblastome

Gratas et al., 1997

Kolonkarzinome

O'Connell et al., 1996

Leberzellkarzinome

Strand et al., 1998; Shiraki et al., 1997

Leukamie-Zellen

Bremner et al., 1999

Lungenkarzinome

Niehans et al., 1997

Magenkarzinome

Bennett et al., 1999

Melanome Hahne et al., 1996
Mammakarzinome O'Connell et al., 1999; Mullauer et al., 2000
Myelome Villunger et al., 1997

Kim et al., 2000

Ungefroren et al., 1998; Ungefroren et al., 1999
Giordano et al., 1997

Bennett et al., 1998

Mullauer et al., 1998

Weichteilkarzinome des Kopf- und Halsbereichs | Gastman et al., 1999

Nierenkarzinome

Pankreaskarzinome

Schilddriisenkarzinome

Speiserdhrenkarzinome

T-Zell-Lymphome

Tabelle 5: Uberblick iiber Tumore verschiedenen Ursprungs mit CD95L-Expression

Die Expression des CD95L-Zelloberflachenproteins auf Tumorzellen ist haufig begleitet von einer
gleichzeitigen Resistenzentwicklung gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose (Plumas et al., 1998;
O'Connell et al., 1999). Eine verminderte Sensitivitat gegentiber Apoptose, die durch den CD95-
Rezeptor ausgeldst wird, konnte Tumorzellen ermdglichen, sich einer gegenseitigen Eliminierung
und dem CD95-vermittelten Toétungsmechanismus  zytotoxischer  Tumor-infiltrierender
Lymphozyten (tumor infiltrating lymphocytes, TIL) zu entziehen (s. 1.2.2).

Dartiber hinaus wirden Tumorzellen durch die gleichzeitige Expression funktioneller CD95L-
Proteine Uber eine ,Waffe* verfliigen, um zytotoxische TAA-spezifische T-Zellen und NK-Zellen
anzugreifen und abzutéten. Dieser postulierte Mechanismus eines aktiven Vorgehens der Tumor-
zellen gegen TIL und NK-Zellen wird als ,Gegenangriff-Modell* (counterattack model, O'Connell
et al., 1996) bezeichnet (Abbildung 7). In Ubereinstimmung mit dieser Modellvorstellung konnten
in situ apoptotische TIL in Tumorgewebeproben nachgewiesen werden, in denen eine Expression
des CD95L-Proteins festgestellt wurde (Hahne et al., 1996; Strand et al., 1996).
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Einige Daten unterstiitzen jedoch die Hypothese des Gegenangriff-Modells nicht. Zaks et al.,
1999 konnten die Expression des CD95L-Proteins in Melanomzellen nicht bestatigen. Des
Weiteren konnten sie nachweisen, dass in Melanomzellen nur im Fall einer MHC-restringierten
Erkennung von antigenen Peptiden eine Apoptoseinduktion in den TAA-spezifischen TIL zu
beobachten war. Unter diesen Voraussetzungen ware die beobachtete Apoptosestimulierung in
den Effektor-T-Zellen Resultat des bereits unter 1.2.2 beschriebenen Prozesses des durch
Aktivierung induzierten Zelltods (AICD).

QR 2 — Gegenangriff
ﬁ—( é — ——< Z)——é- > ()
® O <) = o’
CD95L cD9s. —o— CD95

Resistenz

QUQ

.. aktivierte Apoptose der
aktivierte Tumorzelle T-Zelle Effektorzelle

T-Zelle

%

Produktion

AICD )
Rezeptor
Tumorzelle aktivierte »Selbstmord*“ und Aé?f%?(i%?:e?lir
zytotoxische ,Brudermord“ der
T-Zelle T-Zellen

Abbildung 7:  Zwei verschiedene Mechanismen kommen fiir das CD95-vermittelte Absterben aktivierter
Tumor-infiltrierender Lymphozyten (TIL) in Betracht

A: ,,Gegenangriff-Modell“ (counterattack model): Aktivierte T-Effektorzellen koexprimieren den CD95-
Rezeptor und das CD95L-Protein an ihrer Oberflache. Tumorzellen, die eine Resistenz gegeniber CD95-
vermittelter Apoptose entwickelt haben und funktionelles CD95L-Protein exprimieren, koénnten in TIL-
Effektorzellen durch Bindung an deren CD95-Rezeptor das Apoptoseprogramm ausldsen.

B: Modell des durch Aktivierung induzierten Zelltods (activation-induced cell death, AICD): Im Falle einer
MHC-restringierten Erkennung von antigenen Peptiden der Tumorzellen durch TIL werden diese aktiviert.
Aktivierte Lymphozyten weisen neben dem CD95-Rezeptor eine deutlich erhéhte Expression des CD95L-Proteins
auf. Durch die Interaktion von CD95L mit CD95-Rezeptormolekilen wird die Apoptose in direkt benachbarten T-
Zellen (,Brudermord®) und umgebenden Zellen (parakrine Wirkungsweise), sowie in den aktivierten T-Zellen selbst
(,Selbstmord*) ausgelost.
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1.4 Klinische Bedeutung des Kolonkarzinoms

Neoplasien im Bereich des Kolons und des Rektums gehdren in Deutschland und anderen
westlichen Industrienationen zu einer der haufigsten Krebserkrankungen neben Mamma-
karzinomen und Lungenkarzinomen (McLeod et al., 2000). Die Inzidenz und Mortalitat des
Kolonkarzinoms steigen bei Frauen und Mannern gleichermallen ab dem 50. Lebensjahr zuneh-
mend an. Risikofaktoren stellen fettreiche, ballaststoffarme Nahrung und Polypenbildungen im
Dickdarm dar. Die friihen Symptome des sich entwickelnden Darmkrebses sind sehr unspezifisch
und aufern sich meist nur in einer veranderten Darmtiichtigkeit oder einem Wechsel zwischen
Diarrhoe und Obstipation. Da eine eindeutige Diagnose haufig erst gestellt werden kann, wenn
sich der Tumor bereits in einem weit fortgeschrittenen Stadium befindet, wirkt sich dies auf eine
stark reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten aus. 95 % der kolorektalen
Karzinome gehen vom Epithelgewebe des Darms aus (Adenokarzinome). Der Definition des
pathologischen Stadiums des Kolonkarzinoms liegt die Bestimmung der lokalen Invasion und des
Befalls der mesenterialen Lymphknoten zugrunde. Die Progression des Kolonkarzinoms wird in
vier Stadien, die als Duke’s A-D bezeichnet werden, eingeteilt. Im Stadium Duke’s A und B ist
das Karzinom auf die Darmwand beschrankt. Im Stadium Duke’s C wird bereits ein Befall der
regionalen Lymphknoten beobachtet, im Stadium Duke’s D sind Fernmetastasen nachweisbar
(Jones et al., 1988). Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen 10 % der Patienten das Stadium Duke’s
A, 20-30 % das Stadium Duke’s B und 30-40 % das Stadium Duke’s C auf. Etwa 60 % aller
Patienten entwickeln im Verlauf der Progression des kolorektalen Karzinoms Metastasen und
sterben an der Erkrankung.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Protein c-FLIP, weist eine starke Homologie zu Caspase-8 auf, im aktiven Zentrum des
Proteins sind jedoch zwei Aminosaurereste, die fir die katalytische Funktion essentiell sind,
ausgetauscht. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde die zellulare Funktion des c-FLIP,-
Proteins noch weitgehend kontrovers diskutiert. Neben Indizien fir eine Apoptose-inhibierende
Rolle des Proteins existierten auch einige Anhaltspunkte flir eine mdgliche Apoptose-
induzierende Funktion von c-FLIP,.. Des Weiteren wurden zwei verschiedene Signallibertra-
gungswege des CD95-Rezeptors beschrieben. In Typ-I-Zellen wird die Apoptose durch die Aus-
bildung des Zelltod-auslésenden Signalkomplexes (,DISC*) ausgeldst. In Typ-ll-Zellen liegt ein
Defekt in der Formierung des ,DISC* vor. In diesen Zellen wird das Zelltodprogramm wahr-
scheinlich durch die Aktivierung einer mitochondrialen Signalkaskade initiiert.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte in funktionellen Studien die zellulare Wirkungsweise des
c-FLIP_-Proteins untersucht werden. Hierzu sollte die c-FLIP .-cDNS mit Hilfe retroviraler Ex-
pressionsvektoren stabil in T-Zellen, die als Typ-I- und Typ-ll-Zellen kategorisiert wurden, ein-
gefihrt werden. Anschlielend sollten Typ-l- als auch Typ-ll-Zellen, die das rekombinante
c-FLIP_-Protein in unterschiedlicher Expressionsstarke bilden, hinsichtlich ihrer Apoptosesen-
sitivitdt untersucht werden. Als Apoptosestimulans sollten zum einen agonistische Anti-CD95-
Antikdrper als auch rekombinanter CD95-Ligand miteinander verglichen werden.

Eine weitere Aufgabe bestand darin, die klinische Relevanz der Expression des CD95L-Proteins
durch Tumorzellen am Beispiel von Kolonkarzinomzelllinien zu untersuchen. Um zu Uberprufen,
ob Kolonkarzinome, die das CD95L-Protein exprimieren, in T-Lymphozyten tber den postulierten
aktiven ,Gegenangriff-Mechanismus” Apoptose auslosen kénnen, sollten Koinkubationen von
Kolonkarzinomzelllinien mit den T-Zelllinien H9 (Typ-l) und Jurkat (Typ-Il) durchgefihrt werden.
Aktivierte T-Zellen sind aufgrund der Regulation der c-FLIP -Genexpression durch IL-2 jedoch
nur transient vor einem mdglichen ,Gegenangriff‘ durch die Tumorzellen geschitzt. Um im
Rahmen einer ex vivo-lImmuntherapie von kolorektalen Karzinomen einen effektiven Schutz der
T-Zellen gegenliber der Apoptoseinduktion durch die Tumorzellen zu erzielen, ware es not-
wendig, in diesen Zellen eine konstitutive Resistenz gegen den CD95L-vermittelten Eliminie-
rungsmechanismus der Tumorzellen zu etablieren. Aufgrund dessen bestand eine weitere Auf-
gabe dieser Arbeit darin, in Kokultivierungsversuchen mit Kolonkarzinomzellen, die funktionelles
CD95L-Protein bilden, zu Uberprifen, ob durch die stabile Expression des c-FLIP -Proteins in
T-Zellen beider Kategorien ein konstitutiver Apoptoseschutz erzielt werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid 19:1
Agarose MP

Ampuwa (dest. H,0)
APS

Bacto-Agar
Bromphenolblau

BSA

Concanavalin A

DMSO

DTT

Ethidiumbromid
Formamid, deionisiert
Glycerol

Harnstoff

Harz zum Deionisieren (AG® 501-X8)
Hoechst 33342-Farbstoff
lonomycin

LB-Agar

LB-Broth

Lymphoprep (Ficoll)
Matrix-Metalloproteinase Inhibitor KB8301
Oligo (dT)ss-Primer
Orange G

PKH-26

PMA

PMSF

Polybren

Propidiumiodid
Protein-A-L6sung
Protein-G-Ldsung
Protein-G-Agarose
RNase-Inhibitor
Rainbow-MultiMark
TEMED

Tween 20

Triton X-100

Bio-Rad, Hercules, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Fresenius, Bad Homburg

Sigma, St. Louis, USA

DIFCO Laboratories, Detroit, USA

Serva, Heidelberg

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich , Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Hoechst AG, Frankfurt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

GibcoBRL, Eggenstein

GibcoBRL, Eggenstein

Nycomed/Gibco, Eggenstein

PharMingen, San Diego, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Abbott Laboratories, Illinois, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Novex, San Diego, USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich , Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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Alle Chemikalien und L&sungsmittel waren von p.A.-Qualitdt und stammten von den Firmen
Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen). Radiochemikalien und '*C-Langen-
standard stammten von Amersham (Braunschweig), Reagenzien fir die Protein-Gelelektro-
phorese und ,Western Blot’-Analysen von Novex (San Diego, USA). Samtliche weiteren Rea-
genzien, Nukleotide und Nukleinsaure-Molekulargewichtsstandards wurden, soweit nicht anders
vermerkt, von Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) bezogen. Alle Lésungen wurden mit
deionisiertem, bidestillietem H,O angesetzt. Prozentangaben beziehen sich bei Feststoffein-
wagen immer auf w/v, bei Flussigkeiten auf v/v.

2.1.2 Puffer
Dephosphorylierungs-Puffer (10x) 0,5 M Tris-HCI
1 mM EDTA, pH 8,5
Ligations-Puffer (10x) 660 mM Tris-HCI
50 mM MgCl,
10 mM DTT, pH 7,5
MACS-Puffer 0,5 % BSA in PBS

2 mM EDTA, pH 8,0

Probenauftrags-Puffer fir DNS-Agarosegele (6x) 50 % Lymphoprep (Ficoll)
0,5 % Bromphenolblau oder Orange G
in TE-Puffer

Probenauftrags-Puffer flir Sequenziergele 125 ul deionisiertes Formamid
25 ul 50 mM EDTA, pH 8,0

reduzierender Probenauftrags-Puffer Novex, San Diego, USA
fur NuPAGE-Gele (4x)

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI

2 mM EDTA, pH 7,5
TBS 50 mM Tris

150 mM NaCl, pH 7,5
PBST PBS + 0,05 % Tween 20
Zelllyse-Puffer fur Gesamtproteinextraktion 20 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

1 mM PMSF

1 % Triton X-100

10 % Glycerol

1 Tablette Complete Mini/10 ml Zelllyse-
Puffer ; pH 7,5
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2.1.3 Fertige L6sungen und Reaktionssysteme

Abi Prism™ Ready Reaction DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit

Annexin-V-FLUOS Staining Kit
AMPLIFY-Ldsung

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Blocking solution

Casyton-Lésung

Cellular DNA Fragmentation ELISA
Complete™ Mini

DMEM

Enhanced Chemiluminescence
Detection System (ECL)

Expand™ High Fidelity

Fas (CD95) Ligand (recombinant) Kit
High Pure RNA Isolation Kit
Lipofectamin PLUS

Magnetic Cell Sorting (MACS)
Magnetkigelchen und Saulen

NucleoSpin Kit
NuPAGE™-Bis-Tris-Gele und Puffer
Mounting-Medium

PBS

PKH-26 General Cell Linker Kit
Plasmid Midi Kit

QuiaEx Il Gelextraktions Kit
RIPA-Lysepuffer fir Gesamtproteinextraktion
RPMI 1640

10xTAE

10x TBE

TNT®T7/T3 Coupled Reticulocyte
Lysate System

Trypanblau-Lésung
Trypsin/EDTA-L6sung

Western Breeze Chemiluminescent
Immunodetection Kit

PE Biosystems, Warrington, England

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Amersham, Braunschweig

Bio-Rad, Hercules, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Scharfe System, Reutlingen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein

Amersham, Braunschweig

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Alexis Corporation, San Diego, USA
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein

Miltenyi Biotec, Bologna, Italien

Macherey-Nagel, Diren

Novex, San Diego, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma, St. Louis, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Promega, Madison, USA

GibcoBRL, Eggenstein
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Novex, San Diego, USA
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2.1.4 Kulturmedien und Medienzusatze

2.1.4.1 Kulturmedien fiir Bakterien

LB-Medium 1 % Bacto Trypton
0,5 % Bacto Hefe-Extrakt
17 mM NacCl pH 7.4

LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % Bacto Agar

SOC-Medium 2 % Bacto Trypton
0,5 % Bacto Hefe-Extrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
1 mM NaOH pH 7,0
10 mM MgCl,
20 mM Glukose

Die Medien werden 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf ca. 50°C
werden 100 pg/ml Ampicillin zugeflugt.

2.1.4.2 Antibiotika

Ampicillin Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

2.1.4.3 Kultur- und Einfriermedien fiir eukaryontische Zellen

Kulturmedium fiir Mauszelllinien DMEM
1XNEAA
1 mM Natrium-Pyruvat
2 mM L-Glutamin

Kulturmedium flr humane Zelllinien RPMI 1640
1XNEAA
1 mM Natrium-Pyruvat
2 mM L-Glutamin

Einfriermedium 7.5 % DMSO
92,5 % FKS

2.1.4.4 Zellkulturzusatze

Nicht-essentielle Aminosduren NEAA (100x) Biochrom, Berlin
Na-Pyruvat (100 mM) Biochrom, Berlin
L-Glutamin GibcoBRL, Eggenstein

Mycoplex FKS PAA Laboratories, Linz, Osterreich
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2.1.5 Biologisches Material

2.1.5.1 Zelllinien

Name Art Herkunft
E86 Derivat der embryonalen Fibroblastenzelllinie | ATCC, Rockville, # CRL-9642
NIH 3T3 aus der Maus
HSRBMO1 | Derivat der embryonalen Fibroblastenzelllinie | C. Bordignon, Instituto Scientifico
NIH 3T3 aus der Maus San Raffaele, Mailand, Italien
Jurkat akute T-Zell-Leukamie ATCC, Rockville, # TIB-152
H9 akute T-Zell-Leukamie Prof. P. Krammer, Deutsches
Krebsforschungszentrum,
Heidelberg
SW480 | kolorektales Adenokarzinom ECACC, Salisbury, England
SW620 | Lymphknotenmetastase der kolorektalen NCI, Bethesda USA
Adenokarzinomzelllinie SW480, Duke’s
Stadium Typ C
HCT 116 | kolorektales Karzinom NCI, Bethesda USA
HCT15 kolorektales Adenokarzinom NCI, Bethesda USA
HT29 kolorektales Adenokarzinom NCI, Bethesda USA
KM12 kolorektales Karzinom NCI, Bethesda USA
Colo205 | Metastase aus der Aszitesfllissigkeit der NCI, Bethesda USA

kolorektalen Adenokarzinomzelllinie Colo201,
Duke’s Stadium Typ D

2.1.5.2 Bakterienstamme

E.coli JM110:

E.coli DH5a

Epicurian Coli XL2-Blue
ultrakompetente Zellen

F', ara, dam’, dem’, galK, galT, lacD1, lacl*g"Z, lacZAM15 leu,
proD1, proAMA, proBMA, strA, supE44, thi, thr, tonA, tra 36, tsx

F-, f80d/lacZAM15, D(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rk", mK+), phoA, supE44 I, thi-1, gyrA96, relA1, recA1

(Stratagene, Heidelberg)

Amcra183, AmcrCB-hsdSMR-mrr173, endA1, supE44, thi-1,
gyrA96, relA1, lac [F’, proAB, lacl®ZAM15, Tn10(TetR)]

2.1.6 Plasmide
pLNCX Roche Diagnostics GmbH
pWW15 Wels et al., 1992

pLDNS-TK-opa

Roche Diagnostics GmbH
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2.1.7 Oligonukleotide

Name Sequenz in 5 — 3’ Orientierung Richtung Verwendung
MCS f GATCACTCGAGagcGGATCCgacGTT |vorwarts Einfihrung der multiplen
AACGTCGACGgtcAGATCTAT Klonierungsstelle
MCS r CGATAGATCTagcGTCGACGTTAACG |ruckwarts | Einfihrung der multiplen
TCGGATCCgctCT Klonierungsstelle
LNGFR f |taatgtcgacgccaccATGGGGGCAGGTG | vorwarts Klonierung
CCACCGGC
LNGFR r |taatagatctTCAGATCCCCCTGTTCCAC | riickwarts Klonierung
CTCTTG
FLIP f taatgtcgacgccaccATGTCTGCTGAAGT | vorwarts Klonierung;
CATCCATCAG Sequenzierung
FLIP r taatagatctttaattcagatcctcttctgagatgagtttt | rickwarts Klonierung;
tgttcTGTGTAGGAGAGGATAAGTTTC Sequenzierung
FLIPf2 |GAGACCCACCTGCTCAGG vorwarts Sequenzierung
FLIPf3 |AGTCTCAAGGATCCTTCAAATA vorwarts Sequenzierung
FLIP f4 | CACCGAGACTACGACAGCTT vorwarts Sequenzierung
FLIPf5 |CCATCCCTGTACCGGCAG vorwarts Sequenzierung
FLIPr2 |CATGCATGTAGCCATTGAGTTC rickwarts Sequenzierung
FLIPr3 |TGATGTGATGCAGGGGGAG rickwarts Sequenzierung
FLIPr4 |CTTCACTGGTTCTTGTTGAGC rickwarts Sequenzierung
FLIPr5 |AAAATTAATGAGGACACATCAGA rickwarts Sequenzierung
M13r CAGGAAACAGCTATGAC vorwarts Sequenzierung
M13 (-20) | GTAAAACGACGGCCAG rickwarts Sequenzierung
CD95L f | GGATTGGGCCTGGGGATGTTCA vorwarts RT-PCR
CD95Lr |TTGTGGCTCAGGGGCAGGTTGTTG |rickwarts RT-PCR
TRAILf |TGCACTTGAGGAATGGTGAACTGG |vorwarts RT-PCR
TRAILr |TGTCCCTTAAGGAAACCTGGAGGC |riickwarts RT-PCR
CD95f |CAGAACTTGGAAGGCCTGCATC vorwarts RT-PCR
CD95r |TCTGTTCTGCTGTGTCTTGGAC rickwarts RT-PCR
R-Aktin f | GGGTCAGAAGGATTCCTATG vorwarts RT-PCR
R-Aktinr | GGTCTCAAACATGATCTGGG rickwarts RT-PCR

Nicht-komplementére ,Uberhange“ der Oligonukleotide sind in Kleinbuchstaben angegeben. Die

Kleinbuchstaben in den Primern MCS f und MCS r kennzeichnen ,Linker“-Nukleotide, die einge-

fugt wurden,

trennen.

um direkt benachbarte Restriktionsenzymerkennungsstellen voneinander zu

2.1.8 Enzyme

Restriktionsenzyme und dazugehdérige Puffer stammten alle von Roche Molecular Biochemicals

(Mannheim). Alle sonstigen verwendeten Enzyme und Reaktionspuffer wurden ebenfalls, soweit

nicht anders vermerkt, von Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) bezogen.



2 Material und Methoden

28

2.1.9 Antikorper

2.1.9.1 Primare Antikorper

Name Spezies | Klon Isotyp Verwendung Bezug uber:
Anti-c-FLIP | Maus NF6 IgG1 | Nachweis des c-FLIP -Proteins | Scaffidi et al., 1997
im ,Western Blot’
Anti- Maus 5F7 IgG2b | Nachweis des Caspase-8- Upstate
Caspase-8 Proteins im ,Western Blot’ Biotechnology, Lake
Placid, USA
Anti-CD95 | Maus DX2 IgG1 | Nachweis des CD95-Proteins in | PharMingen, San
der Durchflusszytometrie Diego, USA
Anti-c-myc | Maus 9E10 IgG1 |indirekter Nachweis des Roche Molecular
c-FLIP_-Proteins im Biochemicals,
,Western Blot’ Mannheim
Anti-ERK2 | Maus | G263-7 | 1gG1 |lIsotyp-Kontrollantikdrper fur die | PharMingen, San
Durchflusszytometrie und Diego, USA
Blockierungsversuche
Anti-FasL Maus | NOK-1 | IgG1 |Nachweis des CD95-Ligand- PharMingen, San
(CD95L) Proteins in der Durchfluss- Diego, USA
zytometrie; Immunprazipitation
Anti-FasL Maus | G247-4 | 1gG1 |Nachweis des CD95-Ligand- PharMingen, San
(CD95L) Proteins im ,\Western Blot’ Diego, USA
Anti- Maus 8211 IgG1 | Nachweis des LNGFR-Proteins | Roche Molecular
LNGFR in der Durchflusszytometrie; Biochemicals,
Anreicherung infizierter Zellen | Mannheim
Anti-Neuro- | Maus RT97 IgG1 | Isotyp-Kontrollantikérper fir die | Roche Molecular
filament Durchflusszytometrie Biochemicals,
200 kD Mannheim
2.1.9.2 Sekundare Antikorper
Name Spezies Ig- Isotyp Bezug Uber:
Klasse
Anti-Maus Ig- Schaf IgG | FITC-gekoppelter Sekundar- | Roche Molecular Bio-
Fluorescein (FITC) antikdrper fur die Durchfluss- | chemicals, Mannheim
zytometrie
Anti-Maus IgG-POD Schaf IgG | POD-gekoppelter Sekundar- | Roche Molecular Bio-
antikorper fir ,Western Blot’ | chemicals, Mannheim
Anti-Maus IgG-AP Schaf IgG | AP-gekoppelter Sekundar- | Novex, San Diego,
antikorper fir ,Western Blot” | USA
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2.1.10 Agonistische und antagonistische Antikorper

Name Spezies | Klon |lIsotyp Verwendung Bezug lber :
Anti-Fas (CD95) | Maus 2R2 IgG3 | Induktion von Roche Molecular Bio-
Apoptose chemicals, Mannheim
Anti-Fas (CD95) | Maus CH-11 IgM | Induktion von Upstate Biotechnology,
Apoptose Lake Placid, USA
Anti-Fas (CD95) | Maus ZB4 IgG1 | Blockierung des Upstate Biotechnology,
CD95-Rezeptors Lake Placid, USA

2.1.11 Geriéte

Bakterienschittler TH 25/SM 25, Edmund Biihler
CASY TTC Zellzahlgerat Scharfe System, Reutlingen
CO,-Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau
Durchflusszytometer (FACSscan) Becton Dickinson, Heidelberg
Elektrophoresekammer GibcoBRL, Eggenstein
ELISA-Reader Dynatech MR 7000 Dynatech Laboratories, Denkendorf
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen

Geltrockner Bio-Rad, Miinchen

Gene Amp PCR System 2400 Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA
Lumilmager Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Mikroskop (Axiovert) Zeiss, Oberkochen

Minifuge T Heraeus Instruments, Hanau
NuPAGE™ Electrophoresis System Novex, San Diego, USA

pH-Meter inoLab WTW, Wien

Roéntgenfilmentwickler Agfa, Leverkusen
Sequenziergelapparatur PE Biosystems, Warrington, England
Spannungsgerate Biometra, Gottingen
Spektrophotometer UVIKON 931 Kontron Instruments, Mailand, Italien
Sterilwerkbank BDK, Reutlingen

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge Eppendorf 5417R Eppendorf, Hamburg
UV-Transilluminator UVP, San Gabriel, USA

Zellsortierer (FACSsort) Becton Dickinson, Heidelberg

2.1.12 Verbrauchsmaterial

Polypropylen Reaktionsgefalie Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
PVDF-Membranen Novex, San Diego, USA

Roéntgenfilme Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
»1ranswell“-Platten Costar, Cambridge, USA

Weitere Verbrauchsmaterialen wurden von Falcon (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen), Biozym
(Oldendorf) und Nunc (Wiesbaden) bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Praparation von Plasmid-DNS

Die Praparation der Plasmid-DNS (20 pg) erfolgt aus 5-ml-Schiittelkulturen mit dem ,Nucleospin
Kit'* nach Vorschrift des Herstellers. GroRere Plasmid-DNS-Mengen werden mit dem ,Plasmid
Midi Kit' nach Anleitung des Herstellers prapariert.

2.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wird spektrofotometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt. Bei dieser Wellenlange und einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine Ab-
sorptionseinheit einer Konzentration von 50 pg/ml DNS und 40 pug/ml RNS. Das Verhaltnis der
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm erlaubt eine Abschatzung der Reinheit der Nukleinsaure-
|6sung.

2.2.1.3 Subklonierung von DNS-Fragmenten in Plasmide

2.2.1.3.1 Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmid-DNS werden je 1-2 ug DNS fiir 1 h mit 1-5 U der geeigneten Restrik-
tionsendonukleasen in einem Gesamtvolumen von 20 pl versetzt. Die Inkubation der Restrik-
tionsansatze erfolgt bei der Enzym-spezifischen Temperatur und mit den vom Hersteller empfoh-
lenen optimalen Reaktionspuffern. Zur gleichzeitigen Spaltung von DNS mit zwei Restriktions-
endonukleasen wird ein Reaktionspuffer verwendet, in dem beide Enzyme optimale Aktivitat be-
sitzen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.1.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNS

Je nach Grole der zu analysierenden DNS-Fragmente werden 0,5- bis 2 %-ige Flachbett-
Agarosegele verwendet. Hierzu wird Agarose in der entsprechenden Konzentration mit 1xTAE-
Puffer durch Erhitzen gelést und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml
versetzt. Die Agaroseldsung wird nach dem Abkuhlen auf ca. 60°C in eine Flachbett-Gelkammer
mit einem Kamm als Taschenformer gegossen. Die zu analysierenden DNS-Proben werden mit
1/6 Volumen Probenauftrags-Puffer versetzt und neben einem geeigneten DNS-Molekular-
gewichtsstandard in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der Proben erfolgt in 1xTAE
Puffer bei 100 V. Die nach ihrer Grofe aufgetrennte DNS wird lber die Fluoreszenz des
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interkalierten Ethidiumbromids auf einem UV-Transilluminator (312 nm) sichtbar gemacht und
fotografiert.

2.2.1.3.3 Dephosphorylierung kohasiver Restriktionsenzymschnittstellen

Um eine Religation oder Konkatemerbildung der kohasiven Enden von Plasmid-Vektoren nach
dem Restriktionsverdau zu verhindern, werden deren 5’ Enden dephosphoryliert. Dazu werden 20
ul des Restriktionsansatzes fir 10 min bei 68°C inkubiert, um die Restriktionsenzyme zu inakti-
vieren. Dann wird die Plasmid-DNS mit 1xDephosphorylierungs-Puffer und 1,6 U alkalischer
Phosphatase fir 1 h bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wird anschlielend auf ein Agarose-
gel aufgetragen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und die entsprechende DNS-Bande mittels des
,QuiaEx Il Gelextraktions Kit' isoliert.

2.2.1.34 Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNS-Fragmenten aus Restriktionsansatzen oder Dephosphorylierungsreak-
tionen werden die DNS-Fragmente zur Entfernung von Enzymen und Salzen auf ein Agarosegel
aufgetragen und die DNS wird anschlief3end aus der entsprechenden Bande mit dem ,QuiaEx Il
Gelextraktions Kit' nach Anleitung des Herstellers isoliert.

2.2.1.3.5 Ligation

Fir die Ligation werden Fragment und Vektor in einem molaren Verhaltnis von 1:1 bis 3:1 mitei-
nander vermischt. Die einzusetzende Fragmentmenge berechnet sich nach folgender Formel:

Lange des Fragments (bp) x 50 ng Vektor
Fragmentmenge (ng) = (1-3) x Lange des Vektors (bp)

Das gewahlte Verhaltnis richtet sich nach der FragmentgréRRe. Die Ligation wird mit 1x Ligations-
puffer und 1 U T4-DNS-Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 ul angesetzt. Der Ligations-
ansatz wird zunachst 30 min auf Eis und anschlieRend bei 4°C iber Nacht inkubiert.

2.2.1.3.6 Praparation kompetenter Bakterien

Fir die Herstellung kompetenter DH5a- und JM110-Bakterienzellen werden 100 ml frisches LB-
Medium mit 0,5 ml einer 5-ml-Bakterien-Ubernachtkultur (ausgehend von einer Einzelkolonie)
beimpft und bei 37°C angeschiittelt. Beim Erreichen einer ODss, von 0,3-0,9 (je nach Bakterien-
stamm) wird die Kultur 10 min auf Eis abgekihlt und anschlieRend abzentrifugiert (200xg,
10 min, 4°C). Das Bakteriensediment wird in eiskalter CaCl,/MgCl,-LOsung resuspendiert,
10 min auf Eis inkubiert, dann werden die Zellen erneut abzentrifugiert. Nach zweimaliger Wie-
derholung dieses Schritts werden die Bakterien in 2 ml eisgekihlter CaCl,/Glycerin-Lésung
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resuspendiert. Die Zellsuspension wird in 100-ul-Aliquots auf vorgekihlte Eppendorf-Reak-
tionsgefalie verteilt und bei -80°C verwahrt.

CaCly/MgCl,-Losung: 80 mM CaCl,
50 mM MgCl,
CaCl,/Glycerin-Lésung: 100 mM CacCl,

15 % Glycerin

2.2.1.3.7 Transformation kompetenter Bakterien

Pro Transformationsansatz wird ein 100-ul-Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und mit
ungeschnittener Plasmid-DNS (1-10 ng) oder 5 ul eines Ligationsansatzes flr 30 min auf Eis
inkubiert. Es folgt ein 5-minltiger Hitzeschock bei 37°C, anschlieRend werden die transformierten
Bakterienzellen mit 400 pl vorgewarmtem SOC-Medium versetzt und 1 h bei 37°C angeschuttelt.
Danach werden die Bakterienzellen sedimentiert, in LB-Medium resuspendiert (100 pl fir die
Ligationsansatze, 50 ul fir ungespaltene Vektor-DNS) und auf Selektions-Agarplatten (LB-Agar
mit 100 ug/ml Ampicillin) ausplattiert. Die Platten werden tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die erworbenen Epicurian Coli XL2-Blue ultrakompetenten Zellen wurden bei -80°C eingefroren.
Die Transformation dieser Zellen wird nach Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt.

Selektions-Agarplatten LB-Medium mit 1,5 % Bacto Agar
Vor dem Giellen der Platten erfolgt Zugabe von
100 pg/ml Ampicillin-Lésung

2.2.1.3.8 PCR-Analyse von Bakterien auf rekombinante Plasmid-DNS

Von den Agarplatten wird eine Bakterien-Einzelkolonie abgenommen, in 100 ul Ampuwa-H,O
aufgenommen und kraftig resuspendiert. 1 ul dieser Zellsuspension wird in eine PCR-Reaktion (s.
2.2.1.6) mit geeigneten Primern eingesetzt. Um vollstdndige Bakterienlyse zu erreichen, betragt
die Anfangsdenaturierung 10 min. Die restliche Bakterienzellsuspension wird mit 1 ml Selektions-
medium angeschiittelt.

2.2.1.3.9 Langzeitlagerung von Bakterien

Zur Langzeitlagerung werden Glycerolkulturen von Bakterienzellen hergestellt. Hierzu werden
800 ul einer frischen Bakterien-Ubernachtkultur (ausgehend von einer Einzelkolonie) mit 200 pl
autoklaviertem, 100 %-igem Glycerol vermischt und in Einfrierréhrchen bei -80°C gelagert.
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2.2.1.4 Isolierung von Gesamt-RNS

Die Gesamt-RNS wird aus 1x10° eukaryontischen Kulturzellen mittels des ,High Pure RNA
Isolation Kit* nach Angaben des Herstellers isoliert. Die durchschnittliche Ausbeute betragt ca.
10 ug RNS/10° Zellen. Die isolierte Gesamt-RNS kann direkt in die Erststrang-cDNS-Synthese
(s. 2.2.1.5) eingesetzt werden.

2.2.1.5 Erststrang-cDNS-Synthese (,Reverse Transkription’)

Fur die ,Reverse Transkription’ werden 1 ug gesamtzellulare RNS zusammen mit 25 pmol Erst-
strang-cDNS-Synthese-Primer (Oligo (dT):s-Primer) in einem Gesamtvolumen von 11 ul fir
10 min bei 65°C denaturiert. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur werden 4 pul des 5xReaktions-
puffers, 2 ul DTT (100 mM), 2 pl dNTP-Mix (10 mM), 1 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul) und 1 pl
,Expand Reverse Transkriptase’ (50 U/ul) zugesetzt. Der Ansatz wird 60 min bei 42°C inkubiert
und anschlieBend auf Eis abgestoppt. Die cDNS kann dann direkt in eine PCR (s. 2.2.1.6)
eingesetzt oder bei -20°C verwahrt werden.

2.2.1.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Je 5 ng Plasmid-DNS oder 1-5 pl Erststrang-cDNS (s. 2.2.1.5) werden mit dem ,Expand High
Fidelity PCR System’ amplifiziert. Dieser ,Kit* enthalt einen Enzym-Mix aus der thermostabilen
Tag-Polymerase und Pwo-DNS-Polymerasen, die durch ihre 3'-5 Exonuklease-Korrekturlese-
aktivitat eine sehr hohe Genauigkeit und Spezifitdt (1 falsche Base pro 8,5x10° amplifizierte
Basenpaare) besitzen. Neben der zu amplifizierenden DNS werden 1xExpand HF-Puffer (mit
15 mM MgCly), 0,2 mM dNTP-Mix, jeweils 50 pmol der beiden Amplifikations-Oligonukleotide und
3,5 U ,Expand High Fidelity PCR System Enzym Mix’ in einem Gesamtvolumen von 50 pl einge-
setzt. Die Oligonukleotid- und MgCl,-Konzentrationen mussen fir jede PCR optimiert werden.

Die PCR-Reaktion setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

Anzahl der Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1x Anfangsdenaturierung 94°C 5 min oder 10 min

Denaturierung 94°C 1 min

20-40 x Oligonukleotid-Anlagerung Tm 1 min
Elongation 72°C 1 min fir 1000 bp

1x Abschluss-Extension 72°C 7 min

Die Schmelztemperatur (Tr,,) der Oligonukleotide errechnet sich empirisch (Wallace et al., 1979):

Tm [°Cl= (A + T) x 2°C + (G + C) x 4°C
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2.2.1.7 Sequenzanalyse

2.21.71 Sequenzierreaktion nach der Strangabbruchmethode (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierreaktionen werden mittels des ,Prism Ready Reaction DyeDeoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit' durchgefihrt. Pro Ansatz werden 500 ng Plasmid-DNS mit 4 ul ,Terminator
Premix’, 10 pmol Primer und 1 ul DMSO in einem Endvolumen von 20 ul eingesetzt. Die
Strangmarkierung erfolgt unter folgenden Bedingungen in der PCR-Maschine:

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
1x 96°C 10 min
96°C 30 sec
25 x Tm 30 sec
60°C 4 min

Tm = Schmelztemperatur der Sequenzieroligonukleotide (s. 2.1.7)

Bei der Sequenzierreaktion wird die Elongation bei 60°C durchgefiihrt, weil die verwendete
AmpliTaqg”DNS-Polymerase nicht-markierte dNTP gegenlber fluoreszenzmarkierten ddNTP
bevorzugt als Substrat verwendet.

Die Sequenzierprodukte werden zur Entfernung Uberschissiger ddNTP, dNTP und Oligonukleo-
tide mittels Ethanolprazipitation gemal dem Hersteller-Protokoll gereinigt. Vor dem Auftragen der
Proben auf das Gel werden die Sequenzierprodukte in 4 ul Probenauftrags-Puffer aufgenommen,
2 Minuten bei 95°C inkubiert, um die doppelstrangige DNS zu Einzelstrangen zu denaturieren
und dann auf Eis verwahrt.

2.21.7.2 Sequenz-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Seqenzierprodukte werden denaturierende, 6 %-ige Polyacrylamidgele her-
gestellt. Die Gelldsung wird 5 min deionisiert, durch einen 0,2-um-Sterilfilter filtriert und an-
schliefend durch Anlegen eines Vakuums entgast, bevor die Polymerisationsbildner APS und
TEMED zugegeben werden. Die Gellésung wird luftblasenfrei zwischen zwei entfettete, mit Etha-
nol gereinigte Glasplatten gegossen und anschlielend wird ein GieBkamm eingesetzt.

Sequenziergel-Ldsung: 40 g Harnstoff
12 ml Acrylamid-Lésung (Acrylamid/Bisacrylamid 19:1)
8 ml 10x TBE
72 ml bidestilliertes H,O
240 ul APS (10 %)
32 ul TEMED
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Die denaturierten Proben werden nach dem Polymerisieren des Gels bei 20 mA mit 1xXTBE
Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.2 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.2.2.1 Gekoppelte in vitro-Transkription/Translation

Die in vitro-Synthese von %S-markiertem c-FLIP -Protein erfolgt mit dem ,TNT T3/T7 Coupled
Reticulocyte Lysate System* unter Zusatz von 2 pl **S-markiertem Methionin. Die mit einer ange-
hangten ,myc-Sequenz” versehene c-FLIP -cDNS wurde zunéachst in den Vektor pWW15 ein-
kloniert (s. 3.1.1) und dann mittels T3-RNS-Polymerase gemafl dem Hersteller-Protokoll trans-
kribiert und anschlieRend translatiert. Danach werden 10 pul des Ansatzes mit reduzierendem
NuPAGE-Probenauftragspuffer auf ein 10 % NuPAGE-Bis-Tris-Gel aufgetragen und mit dem im
,Kit* mitgeliefertem Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Fixieren der Proteine wird das
Gel im Anschluss an den Lauf zunachst 30 min in Isopropanol-H,O-Essigsaure-Lésung und
danach in ,AMPLIFY-Lésung“ geschwenkt, um die radioaktiven Signale zu verstarken. Vor der
Autoradiografie (hier kommt es zu einer Schwarzung eines aufgelegten Rontgenfilms aufgrund
der Inkorporierung der Radioaktivitat in die nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine)
wird das Gel 1-2 h im Geltrockner getrocknet.

Isopropanol-H,O-Essigsaure-Ldsung 25 % Isopropanol
65 % bidestilliertes H,O
10 % Essigsaure

2.2.2.2 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Zur Gewinnung von Zelllysaten werden 1x10°-1x10’ Zellen aus subkonfluenten Kulturen (adha-
rente Zellen) bzw. Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase (Suspensionszelllinien) zwei-
bis dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, mit Zelllyse-Puffer versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Die Lysate flr den Nachweis fragmentierter DNS im Zytoplasma apoptotischer Zellen
mit dem ,Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit' werden mit dem Lysepuffer des Herstellers
gewonnen. AnschlieBend werden die Kerne und Zelltrimmer abzentrifugiert (10000xg, 30 min,
4°C) und die Uberstande bis zur weiteren Analyse in vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgefalie
transferiert und bei -20°C verwahrt.

2.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Zur Bestimmung des Proteingehalts von Zelllysaten wurde das ,Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagent' (Bradford, 1976) verwendet. Rinderserum-Albumin dient als Standard zur Erstellung
einer Eichkurve. Uber die Eichkurve kann aus der Absorption der Probe ihre Proteinkonzentration
ermittelt werden. Um die Proteinkonzentration einer groen Anzahl von Proben parallel
bestimmen zu kénnen, wird die Proteinbestimmung im Mikrotiterplatten-Format durchgefiihrt.
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Hierzu werden die gewonnenen Zelllysate geeignet mit PBS verdiinnt und 100 pl jeder Probe in
eine Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe von Bio-Rad-L6ésung (1:5 verdinnt mit bidestilliertem
H,O) werden die Proben 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 595 nm im ,ELISA-Reader”
gemessen wird.

2.2.2.4 Immunprazipitation (nach Crawford et al., 1980)

Fir die Immunprazipitation werden 1x10” Zellen aus subkonfluenten Kulturen (adharente Zellen)
bzw. Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase (Suspensionszelllinien) mit 500 pl
eiskaltem ,RIPA-Lysepuffer’ versetzt und 30 min auf Eis lysiert. AnschlieBend werden die
Zelltrimmer abzentrifugiert (10000xg, 10 min, 4°C). Der Proteingehalt der Zelllysate wird wie
unter 2.2.2.3 beschrieben bestimmt. Danach werden 500 ug Gesamtprotein fiir eine Vorreinigung
(,Preclearing“) des Proteinextrakts mit 1 ug Kontrollantikbrper geeigneter Isotyp-Spezifitat unter
Zusatz von 50 ul Protein-G-Agarose oder Protein-A-Agarose (welche Agarose verwendet wird
hangt von der Immunglobulin-Subklasse der zur Immunprazipitation eingesetzten Antikérper ab)
fir 1 h bei 4°C inkubiert. Durch diese Vorinkubation werden irrelevante zellulare Proteine, die
unspezifisch an den spezifischen Antikérper binden kénnten, entfernt. Die Protein-G-Agarose-
oder Protein-A-Agarose-Prazipitate werden dann bei 10000xg sedimentiert und der Uberstand in
ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefaly Gberfihrt. AnschlieRend werden die spezifischen Proteine
mit 2 pug des entsprechenden Antikérpers bzw. des Antikdrpers der Isotyp-Kontrolle bei 4°C
innerhalb 1 h unter Rotation inkubiert. Die gebildeten Immunkomplexe werden durch Zugabe von
50 ul Protein-G-Agarose oder Protein-A-Agarose 1 h bei 4°C prazipitiert. Nach kurzer Zentri-
fugation (10000xg, 15 sec, 4°C) wird der Uberstand verworfen. Die Immunprézipitate werden an-
schliefend dreimal mit je 1 ml RIPA-Lysepuffer gewaschen, mit 20 ul reduzierendem Proben-
auftrags-Puffer fur NUPAGE-Bis-Tris-Gele versetzt und wie unter 2.2.2.5 beschrieben analysiert.

2.2.2.5 Protein-Gelelektrophorese und ,Western Blot’

Proteine aus Zelllysaten (s. 2.2.2.2) oder nach einer Immunprazipitation (2.2.2.4) werden mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. In der Regel werden hierfir 10-100 ug Gesamt-
protein pro Gelspur aufgetragen. Fir die Gelelektrophorese werden fertige 10 %-ige oder
4-12 %-ige Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gele und die dazugehdrigen Puffer sowie der reduzie-
rende Probenauftrags-Puffer der Firma Novex verwendet. Die Probenvorbereitung und der
Gellauf werden gemaly dem Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Zur spateren Molekulargewichts-
bestimmung werden in einer Spur 5 ul ,Rainbow-MultiMark' aufgetragen.

Die aufgetrennten Proteine werden anschlieBend mittels des ,Semidry-Blotting“-Verfahrens
(Burnette, 1981) nach Vorschrift des Herstellers auf PVDF-Membranen ubertragen. Die Mem-
branvorbereitung und der Transferlauf werden nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Im
Anschluss an den Transfer werden die Membranen zweimal flir 5 min in 20 ml bidestilliertem H,O
gewaschen, um Gel- und Transferpufferreste zu entfernen. Danach erfolgt der Nachweis der
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spezifischen Proteine entweder mit dem ,Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection
Kit* oder durch Inkubation der PVDF-Membranen fur 1-2 h in Blockierungslosung. Im Anschluss
daran wird die Membran mit dem entsprechenden primaren Antikorper tber Nacht bei 4°C unter
Rotation inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir 15 min mit PBST folgt eine 1-stiindige
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper bei Raumtemperatur. Vor dem Proteinnachweis wird
der ,Blot’ erneut dreimal gewaschen. Fir den Proteinnachweis wird das ,Enhanced Chemilumi-
nescence Detection System (ECL)‘ fir POD-gekoppelte sekundare Antikbrper oder CDP* aus
dem ,Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection Kit' flir AP-gekoppelte Zweitantikérper
verwendet.

Blockierungsldsung: 10 % Blocking solution in PBST

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellkultur

Alle Zellen und Zelllinien werden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO»,-Gehalt und 95 % Luft-
feuchtigkeit kultiviert. Die ekotrope retrovirale Verpackungszelllinie E86 sowie die amphotrope
Verpackungszelllinie HSRBMO0O1 werden in DMEM-Medium kultiviert. Alle anderen Zelllinien
werden in RPMI1640-Medium gehalten (s. 2.1.4.3). Das Kulturmedium von Suspensionszellen
wird dann erneuert, wenn das dem Medium zugesetzte Phenolrot in verbrauchtem, ange-
sauertem Kulturmedium zu einer Gelbfarbung des Mediums fiihrt. Das Medium von adharenten
Zellen wird erneuert, wenn diese einen nahezu konfluenten Zellrasen gebildet haben. Da sich
Zellen fur alle Experimente in der exponentiellen Wachstumsphase befinden sollten, werden die
Zellen am Tag vor dem Experiment noch einmal passagiert. Bei der Passagierung von Suspen-
sionszellen werden diese im Verhaltnis 1:5-1:10 mit Kulturmedium verdiinnt und anschlielend mit
2/3 frischem Medium und 1/3 konditioniertem Medium versetzt. Fir die Passagierung und Ernte
von adharent wachsenden Zelllinien wird das Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen einmal mit
vorgewarmtem PBS gewaschen und die Zellen durch 2-minitige Behandlung mit Trypsin/EDTA-
Lésung bei 37°C im Brutschrank vom Flaschenboden geldst. Die Reaktion wird durch Zusatz von
Medium gestoppt. Die Zellen werden anschlieRend abzentrifugiert (200xg, 5-10 min, RT), je nach
Verwendung mit PBS oder Medium gewaschen und erneut wie oben beschrieben ausgesat oder
fur weitere Analysen verwendet. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit einer 1:100- oder
1:1000-Verdinnung der Zellsuspension in Casyton-Losung mit dem Zellzahigerat. Fir die
Beurteilung der Zellvitalitat werden die Zellen mit Trypanblau-Losung angefarbt und in der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

Alle Losungen fir zellulare Experimente werden mit Ampuwa-Wasser angesetzt und durch
0,2-um-Sterilfilter filtriert.
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2.2.3.2 Langzeitlagerung eukaryontischer Zellen

Zellkulturen in der logarithmischen Wachstumsphase (ca. 2x10°-4x10° Zellen/ml mit einem Anteil
toter Zellen < 10 %) werden wie unter 2.2.3.1 beschrieben geerntet. Nach dem Zentrifugieren
wird das Zellsediment von je 5x10°-5x10° Zellen in 500 pl kaltem FKS (4°C) resuspendiert und in
auf Eis gelagerte Einfrierrdhrchen Uberfiihrt. AnschlieRend werden 500 ul einer eiskalten Mi-
schung aus 15 % DMSO und 85 % FKS in die Ampullen hinzugeflgt. Die so erreichte End-
konzentration von DMSO betragt 7,5 % pro Ampulle. Diese werden dann in einen Einfrierbehalter
(Nalgene, Rotherwas, England) verbracht und bei -80°C verwahrt. Fiir eine Langzeitlagerung bei
-182°C werden die Zellen in einen Stickstofftank tberfiihrt.

2.2.3.3 Abtrennung toter Zellen

Um tote Zellen aus Suspensionskulturen und adharenten Zellkulturen zu entfernen, werden die
Zellen einer Dichtegradienten-Zentrifugation in Lymphoprep-Trennmedium unterworfen. Hierzu
wird Lymphoprep mit einem gleichen Volumen der auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml mit
Kulturmedium eingestellten Zellsuspensionen langsam Uberschichtet, so dass es zu einer
moglichst geringen Vermischung der beiden Phasen kommt. Die Réhrchen werden anschlieRend
30 min bei 400xg ohne Bremse zentrifugiert. Vitale Zellen sammeln sich in der Interphase
zwischen Lymphoprep und dem Uberschichteten Kulturmedium, tote Zellen verteilen sich in der
Lymphoprep-Schicht. Die lebenden Zellen werden mit einer Pipette aus der Interphase extrahiert,
mit Medium versetzt, abzentrifugiert (200xg, 5-10 min, RT) und noch zweimal mit Kulturmedium
gewaschen, bevor sie in weitere Versuche eingesetzt werden.

2.2.3.4 Stimulierung von Zellen

Um die Expression des CD95-Ligand-Zelloberflachenmolekils auf den T-Leukamie-Zelllinien
Jurkat und H9 fir die Analyse mittels reverser Transkription (s. 2.2.1.5) und anschlieRender PCR
(s. 2.2.1.6), mittels Durchflusszytometrie (s. 2.2.3.7) oder mittels ,Western Blot’ (s. 2.2.2.5) zu
induzieren, missen die Zelllinien in vitro aktiviert werden. Hierzu werden je 1x10° Zellen/ml fiir
3 Tage in Gegenwart von 10 ug/ml Concanavalin A in Kulturmedium inkubiert. Anschlieend
werden die Zellen durch Zugabe von 10 ng/ml PMA und 1 uM lonomycin fir 4 h stimuliert. Da
CD95L durch Matrix-Metalloproteinasen von der Zelloberflache abgespalten werden kann, wird
den Zelllinien, deren Matrix-Metalloproteinase Aktivitat nicht bekannt ist, gegebenenfalls wahrend
der Stimulierung der Matrix-Metalloproteinase Inhibitor KB8301 in einer Konzentration von 1 uM
zugesetzt.

Nach der Inkubationszeit werden die Zellen fir eine FACS-Analyse zwei- bis dreimal mit
erwarmtem PBS, fur die Isolierung von Gesamt-RNS (s. 2.2.1.4) und die Gesamtproteinextraktion
(s. 2.2.2.2) mit eiskaltem PBS gewaschen.
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2.2.3.5 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen mittels Lipofektion

Fir die transiente Transfektion der ekotropen retroviralen Verpackungszelllinie E86 wird das
liposomale Transfektionsreagenz ,Lipofectamin PLUS® verwendet. Am Tag vor der Transfektion
werden 5x10° Zellen in 60-mm?Zellkulturschalen ausgesat. Pro Transfektionsansatz werden
2 ug Plasmid-DNS eingesetzt. Die Transfektion wird gemald dem Hersteller-Protokoll durch-
gefuhrt.

2.2.3.6 Ernten retroviraler Zellkulturiiberstande und Infektion eukaryontischer
Zelllinien

Zwei Tage nach der liposomalen Transfektion der E86-Zellen wird der Zellkulturiiberstand
abpipettiert und durch einen 0,45-um-Sterilfilter (durchlassig fur virale Partikel) filtriert. Der
Uberstand (iber den am Tag zuvor in einer Konzentration von 5x10° Zellen in 60-mm>-Zellkultur-
schalen ausgesaten HSRBMO01-Zellen wird abgesaugt. Pro Infektion werden 1,5 ml des ge-
wonnenen Zellkulturiiberstands mit einem gleichen Volumen an frischem Medium zusammen mit
8 ug/ml Polybren zu den zu infizierenden Zellen zugegeben. Fur die Infektion werden die Zellen
6 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach diesem Zeitraum wird der Uberstand abgenommen.
Die Zellen werden mit 4 ml frischem Kulturmedium versorgt und flir mindestens drei weitere Tage
kultiviert, bevor der Erfolg der retroviralen Infektion durchflusszytometrisch (s. 2.2.3.7) untersucht
werden kann.

Fir die Infektion der T-Leukamie-Zelllinien Jurkat und H9 werden , Transwell*-Platten verwendet.
Diese bestehen aus einer 6-Loch-Zellkulturplatte mit Filtereinsatzen, die eine Porengrofie von
0,4 um aufweisen. Fur die Kokultivierung der T-Leukamie-Zelllinien mit einem stabilen
HSRBMO01-Klon wird die Verpackungszellinie HSRBMO1 auf 5x10° Zellen/ml, die T-Zelllinien
werden auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt. Pro Infektionsansatz werden
1x10° HSRBMO1-Zellen fiir 2-5 Tage mit 1x10° Zellen der T-Zelllinien in Gegenwart von 8 pg/ml
Polybren kokultiviert. Um die Proliferation der T-Zelllinen zu stimulieren, wird den Kokultivierun-
gen aulRerdem 10 ug/ml Concanavalin A zugesetzt. Nach der Infektion werden die Filtereinsatze,
welche die infizierten T-Zelllinien enthalten, entfernt. Die Zellen werden durch Spilen mit Kultur-
medium von dem Filter in eine 10-cm-Zellkulturschale Uberfihrt, mit 10 ml frischem Kulturmedium
versorgt und fir mindestens drei weitere Tage kultiviert, bevor der Erfolg der retroviralen Infektion
(s. 2.2.3.7) untersucht werden kann.

2.2.3.7 Durchflusszytometrie (,FACS-Analyse’)

Die Messung der LNGFR-Expression der infizierten Zelllinien und die Bestimmung der CD95-
und CD95L-Expression der Kolonkarzinom- und T-Leukdmie-Zelllinien erfolgt am Durch-
flusszytometer (FACSscan) mittels indirekter Immunfluoreszenz. Hierfiir werden 1x10° Zellen
zweimal mit PBS/FCS-Lésung gewaschen. Die Zellen werden anschliefiend abzentrifugiert
(200xg, 10 min, RT) und mit 1 ug/ml des unkonjugierten primaren Antikérpers fir 30 min bei 4°C
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inkubiert. Vor der Inkubation mit dem Zweitantikérper werden die Zellen dreimal mit PBS/FCS-L6-
sung gewaschen und dann 30 min mit 1 ug/ml des fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikor-
pers bei 4°C inkubiert. Die Verpackungszelllinien, die unter S2-Bedingungen gehalten werden
missen, werden vor der Analyse am Durchflusszytometer mit 500 pl einer 1 %-igen Para-
formaldehyd-Lésung fir 60 min fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen werden die Zellen
in 1 ml PBS resuspendiert und zur Gegenfarbung toter Zellen mit 1 ug/ml Propidiumiodid (PI)
versetzt. Die Bedingungen fir die Messung der Grinfluoreszenz der gefarbten Zellen und der
Rotfluoreszenz des Pl werden fiir jede Zelllinie so gewahlt, dass sich die spektralen Uberlap-
pungen minimieren und bei 530 + 30 nm (Grinfluoreszenz des FITC) und 675 nm + 22 nm
(Rotfluoreszenz des PI) liegen. Unerwiinschte Uberlappungen werden durch elektronische
Kompensation eliminiert.

PBS/FCS-L6sung PBS + 2 % FCS

2.2.3.8 Isolierung stabil infizierter Klone

2.2.3.8.1 Anreicherung infizierter Zellen mittels magnetischer Zellsortierung

Fur die Anreicherung von Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS) werden zunéachst
tote Zellen aus den Kulturen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation in Lymphoprep-Trenn-
medium entfernt (s. 2.2.3.3). AnschlieRend werden je 1x10” Zellen mit 2 nug Anti-LNGFR-
Antikorper fur 30 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen werden anschliellend zweimal mit 2 ml MACS-
Puffer gewaschen und abzentrifugiert (300xg, 10 min, RT). Das Zellsediment wird in 80 ul MACS-
Puffer resuspendiert. Danach werden 20 pul der magnetischen Ratte-Anti-Maus 1gG1-Magnet-
kiigelchen zugegeben und der Ansatz wird 20 min bei 4°C inkubiert. Uberschiissige Magnet-
kigelchen werden durch nachfolgendes Waschen mit 500 ul MACS-Puffer entfernt. Fir die
magnetische Separation der LNGFR-exprimierenden Zellen werden diese auf eine zuvor mit
MACS-Puffer dquilibrierte MS*-Saule (mit einer Anreicherungskapazitit von bis zu 1x10” Zellen)
geladen. Die Saule wird dann in einen Magneten eingespannt und nicht-gebundene Zellen wer-
den durch dreimaliges Waschen der Saule mit 500 ul MACS-Puffer entfernt. Die Elution der an-
gereicherten Zellen erfolgt durch Zugabe von 1 ml MACS-Puffer. Die Zellen werden anschlief3end
zweimal mit Medium gewaschen und dann in 10-cm-Zellkulturschalen ausgesat.

2.2.3.8.2 Zellklonierung mittels Einzelzellablage (FACS-Sortierung)

Fir die Einzelzellablage werden die Zellen wie fir die FACS-Analyse (s. 2.2.3.7) beschrieben
gefarbt und dann am Durchflusszytometer (FACSsort) bei geeigneter Gerateeinstellung mit einer
gekoppelten Sortierapparatur in 96-Loch-Mikrotiterplatten abgelegt. Nach der Ablage werden die
Zellen mit 100 pl Kulturmedium versorgt und in Kultur gehalten. Das Wachstum der Klone wird
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nach ca. 1-2 Wochen unter dem Mikroskop verfolgt. Heranwachsende Klone werden weiter
expandiert.

2.2.3.9 Markierung von Zellen mittels PKH-26 (nach Horan und Slezak, 1989)

PKH-26 ist ein aliphatischer Fluoreszenz-konjugierter Farbstoff, der in die Lipidmembran von
Zellen inkorporiert wird. Die Markierungsintensitat und -verteilung sind Zelltyp-abhangig. Pro
Markierungsansatz werden 1x10” Zellen eingesetzt. Die Zellen werden zunéchst zweimal mit
Serum-freiem Kulturmedium gewaschen und abzentrifugiert (200xg, 5-10 min, RT). AnschlieRend
wird das Zellsediment in 1 ml Serum-freiem Kulturmedium resuspendiert.

Danach wird eine 4x10® molare Lésung des Farbstoffs PKH-26 in ,Verdiinnungsfliissigkeit C’ des
,Kits“ in 50-ml-Polypropylen-Reaktionsgefallen hergestellt. Nach Zugabe der Zellsuspension zur
Farbstofflésung wird das Gemisch 5 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wird dann durch Zugabe
von 2 ml FKS durch einminitige Inkubation bei RT abgestoppt. Danach werden die gefarbten
Zellen mit 4 ml Vollmedium gewaschen und abzentrifugiert (200xg, 10 min, RT). Das Zellsedi-
ment wird in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und in ein neues Polypropylen-Reaktionsgefal
Uberfihrt. Es folgen vier weitere Waschschritte mit jeweils 10 ml Kulturmedium.

2.2.3.10 Kokultivierungen

Die Kokultivierung der humanen Kolonkarzinomzelllinien mit den T-Leukamie-Zelllinien erfolgt in
6-Loch-Zellkulturplatten. Hierzu werden die fluoreszenzmarkierten Kolonkarzinomzellen sowie die
T-Zelllinien zunachst einer Dichtegradienten-Zentrifugation in Lymphoprep-Trennmedium
unterworfen (s. 2.2.3.3), um den Anteil toter Zellen in den Kulturen zu verringern. AnschlieRend
werden alle Zellen auf eine Konzentration von 1x10%/ml eingestellt.

Fir die Kokultivierungsversuche werden 1x10° Kolonkarzinomzellen/Loch ausgesat und 4 h im
Brutschrank inkubiert, bevor die T-Leukamiezellen hinzugefligt werden. Es werden Koinkuba-
tionsversuche mit verschiedenen Verhaltnissen von Tumorzellen:T-Zellen (0,5:1 bis 40:1)
angesetzt. Hierfir bleibt die Zahl der Tumorzellen/Loch konstant, wahrend die Menge der zuge-
setzten T-Zelllinien entsprechend variiert. Die Zellkulturplatten werden dann kurz zentrifugiert
(100xg, 5 min, RT), um einen effizienten Kontakt zwischen den beiden Zelllinien herzustellen und
dann fir 36 h im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die T-Zellen (Suspen-
sionszellen) durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren von den Zellkulturplatten geerntet und
hinsichtlich der Apoptoseinduktion analysiert (s. 2.2.4.2). Bei Kinetikbestimmungen der Apoptose-
induktion werden die Zellen in Zeitintervallen von 8 h bis 56 h geerntet und mittels Farbung mit
fluoreszenzmarkiertem Annexin-V untersucht (s. 2.2.4.2.1). Um die Apoptose in den
T-Leukamie-Zelllinien zu blockieren, werden die Zelllinien nach der Dichtegradienten-Zentri-
fugation zunachst 2 h mit einem antagonistischen Antikérper (s. 2.1.10) vorinkubiert, bevor sie in
die Kokultivierung mit den Kolonkarzinomzelllinien eingesetzt werden.
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2.2.4 Apoptosetechniken

2.2.4.1 Methoden fiir die Induktion der Apoptose

2.2.4.1.1 Apoptoseinduktion mittels agonistischer Anti-CD95-Antikdrper

Agonistische Anti-Fas (CD95)-Antikérper werden verwendet, um experimentell ein apoptotisches
Signal in Zellen zu induzieren. Um die Apoptose-auslosende Wirkung der monoklonalen Anti-
korper zu verstarken, werden diese durch Zugabe von 1 pg Protein-G (fiir Anti-CD95-Antikérper
der Immunglobulinklasse 1gG3) bzw. 1 ug Protein-A (fur Anti-CD95-Antikérper der Immunglo-
bulinklasse IgM) pro 1 ug Antikérperldsung durch zweistiindige Rotation bei 4°C kreuzvernetzt.
Fir die Apoptoseinduktion wird je 1 ug/ml kreuzvernetzter Anti-CD95-Antikorper pro 1x10° Ziel-
zellen eingesetzt und fiir 1 h-36 h auf den Zielzellen belassen. Nach der Inkubation werden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die Apoptose wird mit den unter 2.2.4.2 beschriebenen
Methoden bestimmt.

2.241.2 Apoptoseinduktion mittels rekombinantem CD95-Ligand

Fir die Auslosung der Apoptose kann auch rekombinantes, |6sliches CD95L-Peptid (Alexis
Corporation) eingesetzt werden. Bei dem verwendeten CD95L-Peptid wurde die extrazellulare
Domane (Aminosauren 103-281) des CD95L-Proteins im Leserahmen mit einer Peptidsequenz
(FLAG) fusioniert (Schneider et al., 1998). Dadurch kann eine effiziente Multimerisierung des
rekombinanten CD95L-Peptids durch Zusatz von 1 ug/ml Anti-FLAG Antikorper (,Enhancer
Protein®) erzielt werden. Fir die Apoptoseinduktion werden je 5 ng/ml-100 ng/ml rekombinantes
CD95L-Peptid pro 1x10° Zielzellen eingesetzt und fir 2 h-36 h auf den Zielzellen belassen. Nach
der Inkubation werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die Apoptose wird mit den
unter 2.2.4.2 beschriebenen Methoden bestimmt.

2.2.4.2 Methoden fir den Nachweis und die Quantifizierung von Apoptose

2.2.4.2.1 JAnnexin-V-Test' (nach Koopman et al., 1994)

In frihen Apoptosestadien findet eine Translokation von Phosphatidylserin (PS), das normaler-
weise nur auf der Innenseite der Zellmembran lokalisiert ist, auf die AuRenseite der Membran
statt. Annexin-V ist ein Ca?*-abhangiges Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitat
zu PS (Vermes et al., 1995). Daher kann Annexin-V als empfindliches Nachweismolekil fur die
Exposition von PS auf die Membranaulienseite apoptotischer Zellen eingesetzt werden und
eignet sich deswegen zum Nachweis apoptotischer Zellen. Da es bei apoptotischen Zellen in der
spaten Phase des Zelltods zu einem Verlust der Membranintegritdt kommt, kann durch gleich-
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zeitige Anfarbung der Zellen mit FITC-markiertem Annexin-V und Propidiumiodid die Verteilung
der Zellen auf frihe und spate Phasen des Zelltods bestimmt werden.

Die Farbung der Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit* wird nach Anleitung des Her-
stellers durchgefihrt. Die simultane Messung der Grinfluoreszenz des Annexin-V und der Rot-
fluoreszenz des PI erfolgt bei 530 £ 30 nm (Annexin-V) und 675 nm = 22 nm (PI) und geeigneter
Wellenlangenkompensation. Bei der Messung der Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien, die mit
Kolonkarzinomzelllinien koinkubiert wurden (s. 2.2.3.10), wird bei der Quantifizierung der
Apoptose nur das Intervall (,gate*) der ungefarbten Fraktion der T-Zelllinien berlicksichtigt, das
von der rotfluoreszierenden Fraktion der mittels PKH-26 markierten Kolonkarzinomzelllinien
unterschieden werden kann. Die Messung erfolgt bei 530 + 30 nm (Grinfluoreszenz des
Annexin-V), 585 + 42 nm (Rotfluoreszenz des Membranfarbstoffs PKH-26) und 675 nm + 22 nm
(Rotfluoreszenz des PI) bei geeigneter elektronischer Kompensation.

2.24.2.72 Fluoreszenzmikroskopie

Unterschiedliche Apoptosestadien kdnnen auch fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden.
Hierzu wird die Apoptose wie unter 2.2.4.1.1 beschrieben induziert. Nach 24-stiindiger Inkubation
werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann in 1 ml PBS resuspendiert. Fir die
Anfarbung der Zellkerne werden die Zellen 5 min mit 4 pug/ml des Farbstoffs Hoechst 33342
gefarbt. Um tote Zellen in der spaten Phase der Apoptose anzufarben, werden die Zellen fiir
5 min mit 2 ug/ml PI versetzt. Nach erneutem zweimaligem Waschen werden die Zellen in 100 pl
,Mounting-Medium’ resuspendiert. Ein Aliquot von 50 pl (entspricht 5x10° Zellen) der Suspen-
sionszelllinien wird auf einen Objekttrager aufgetropft auf den dann ein Deckglaschen gesetzt
und mit Nagellack fixiert wird. Die Auswertung erfolgt am Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten
Filtern bei 25- bis 100-facher VergroRerung.

22423 Enzym-gekoppelter Nachweis zytoplasmatischer, fragmentierter DNS

Im Endstadium der Apoptose wird die mit Histonen zu Nukleosomen verpackte DNS in den
internukleosomalen Regionen durch DNasen, die wahrend des Zelltodprogramms aktiviert
werden, geschnitten (1.1.1). Die daraus resultierenden DNS-Fragmente werden aus dem Kern in
das Zytoplasma der Zelle ausgeschleust. Das Auftreten zytoplasmatischer DNS-Fragmente
eignet sich daher fiir den Nachweis apoptotischer Zellen. Die zytoplasmatischen DNS-Fragmente
werden mittels des ,Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit, der auf dem Prinzip des
sogenannten ,Sandwich“-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) beruht, nachgewiesen.
Die zu analysierenden Zielzellen werden zunachst mit dem Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin
(BrdU), das in die DNS inkorporiert, markiert. Nach der Apoptoseinduktion werden die Zellen mit
einem milden Lysepuffers lysiert, der nur die Zellmembran, nicht aber die Kernmembran zerstort.
Die so gewonnenen Lysate werden dann in eine mit Anti-DNS-Antikérper beschichtete
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Mikrotiterplatte pipettiert. Der Nachweis der gebundenen, zytoplasmatischen DNS-Fragmente
erfolgt mittels eines POD-gekoppelten Anti-BrdU-Antikérpers. Der durch die POD induzierte
Farbumschlag des Substrats TMB wird bei einer Absorption von 405 nm im ,ELISA-Reader”
gemessen. Je Versuchsansatz werden 1x10° Zellen iiber Nacht in Gegenwart einer
Konzentration von 10 um BrdU kultiviert. Die Zellen werden anschlieBend zweimal mit BrdU-
freiem Kulturmedium gewaschen. Nach der Abtrennung toter Zellen (s. 2.2.3.3) werden die Zellen
in eine Kokultivierung eingesetzt (s. 2.2.3.10) oder mit kreuzvernetztem, rekombinantem CD95L
behandelt (s. 2.2.4.1.2). Nach den entsprechenden Inkubationszeiten werden die Zellen fir den
Nachweis fragmentierter DNS im Zytoplasma mit dem Lysepuffer des Herstellers lysiert. An-
schlieRend wird der Gesamtproteingehalt der Zelllysate wie unter 2.2.2.3 beschrieben bestimmt.
Von jeder Probe werden je 100 pg Gesamtprotein in den ,ELISA® eingesetzt und gemafR

Hersteller-Protokoll prozessiert.

2.2.5 Statistische Auswertungen

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als arithmetische
Mittelwerte + der dazugehérenden Standardabweichungen dargestellt.

Fir die Bestimmung der spezifischen Apoptose in einer Probe, die mittels ,Annexin-V-Test’
untersucht wurde (s. 2.2.4.2.1), werden die ,FACS“-Diagramme durch eine Gitternetzlinie in vier
Quadranten unterteilt, die mit ,oben links (OL), ,oben rechts (OR)", ,unten links (UL)“ und ,unten
rechts (UR)“ bezeichnet wurden. Nach erfolgter Apoptoseinduktion wird der Gesamtanteil
apoptotischer Zellen (bezeichnet als Ag= experimentelle Apoptose) durch Addition der Anteile in
den Quadranten OL, OR und UR berechnet. Der Anteil apoptotischer Zellen der Negativkontrolle
wird ebenfalls Uber die Quadranten OL, OR und UR summiert und reprasentiert den Anteil
spontan in der Probe auftretender Apoptose (bezeichnet als As= spontane Apoptose). Somit
berechnete sich der relative Prozentanteil apoptotischer Zellen einer Probe nach folgender
Formel:

Apoptose [%] = [Ae (FOL+OR+UR)] - [As (FOL+OR+UR)]

Um das Ausmal der linearen Abhangigkeit der spezifischen Apoptoserate von der Ex-
pressionsstarke des rekombinanten c-FLIP -Proteins zu quantifizieren (s. 3.5.2.2 und 3.5.5.2),
wird der Korrelationskoeffizient (R) als Grad des Zusammenhangs beider Variablen (Apoptose-
rate und c-FLIP_-Expressionsstarke) nach folgender Formel bestimmt:
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_ Cov(X,Y)

n
mit —1<Ryy <1 und mit Cov(X,Y):lZ(xi—yx)-(y,- ~ 1)
OxyOy n

i=1

Ryy

Hierbei gilt: Cov = Kovarianz
X, Y= untersuchte Variablen
o = Standardabweichung

u = Mittelwert

Fur die Auswertung der Absorptionsmessungen mit dem ,Cellular DNA Fragmentation ELISA’
(s. 2.2.4.2.3), wird die spezifische Apoptoserate einer Probe in Form der erhaltenen Absorptions-
messwerte (A4os nm) quantifiziert und nach folgender Formel bestimmt:

Apoptose [As05 nm Messwert] =(A405 nm-Messwert Ag) - (As05 nm-Messwert Ag)

Hierbei gilt:  experimentelle Apoptose (Ag): gemessene Apoptose der T-Zellen in den
Kokultivierungsansatzen

spontane Apoptose (As): gemessene Apoptose der T-Zellen ohne Zusatz der
Kolonkarzinomzelllinien

Fur die Berechnung der Hemmung der Apoptose nach Inkubation mit neutralisierendem Anti-
CD95-Antikorper wird folgende Formel angewandt:

Hemmung [%] = 100 % - [100 % x (Ae-Wert mit neutralisierendem Antikorper - As)]
(Ae-Wert mit Isotyp-Kontrollantikdrper- As)

Die Auswertung der Versuche erfolgt mittels ,Annexin-V-Test’ (s. 2.2.4.2.1). Hierbei wird wie oben
erlautert der Anteil apoptotischer Zellen ber die Quadranten OL, OR und UR addiert;
Ae= experimentelle Apoptose; As= spontane Apoptose in der Probe.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und Sequenzierung der c-FLIP_-cDNS

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss einer rekombinanten Uberexpression des Proteins
c-FLIP. auf die Apoptosesensitivitat von Zellen, die den CD95-Rezeptor tragen, untersucht
werden. Dazu sollte nach Klonierung der c-FLIP -cDNS in einen eukaryontischen Expressions-
vektor die biologische Funktionalitat der cDNS verifiziert werden, um diese anschlielend fir die
Herstellung verschiedener retroviraler Expressionsvektoren fir die Infektion humaner T-Zelllinien
zu nutzen.

3.1.1 Klonierung der c-FLIP_ -cDNS in den Expressionsvektor pWW15

Da zu Beginn der Arbeiten noch kein Antikérper fir den direkten Nachweis des c-FLIP_-Proteins
zur Verfigung stand, wurde eine c-FLIP -cDNS konstruiert, der am 3’ Ende des offenen Lese-
rahmens die kodierenden Basen fiir eine 11 Aminosauren lange Peptidsequenz des c-myc-Gens
angefligt wurden (Epitop-Tagging). Dazu wurde die aus dem Labor von Prof. Krammer
(Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) erhaltene c-FLIP -cDNS (EST-Klon # 115792)
mit dem 3’ Oligonukleotid FLIP r amplifiziert, das die kodierenden Nukleotide fir den 3’ ange-
fugten ,myc-tag“ gefolgt von einem Stop-Kodon, sowie eine Restriktionsenzymerkennungs-
sequenz fir Bgl Il enthalt. Als 5 Primer diente FLIP f, der zusatzlich die Basen fir die Kon-
sensussequenz der Kozak-Translationsinitiationsstelle (Kozak, 1987) und die Erkennungs-
sequenz fir die Restriktionsendonuklease Sal | besitzt. Die PCR erfolgte in 30 Zyklen mit einer
Denaturierungsphase bei 94°C (1 min), einer Anlagerungsphase bei 50°C (1 min) und einer
Elongationsphase bei 72°C (1 min). Die Abschluss-Extension erfolgte bei 72°C (7 min). Das
PCR-Produkt enthélt somit die gesamte kodierende Sequenz der c-FLIP -cDNS und weist mit
dem eingeflhrten ,myc-tag“ und den Restriktionsenzymschnittstellen eine Grofle von 1494 bp
auf. Die amplifizierte c-FLIP_.-cDNS wurde anschlieBend in den Expressionsvektor pWW15
mittels Sal I/Bgl |l -Restriktion subkloniert. Das erhaltene Konstrukt wurde mit pWW15xc-FLIP.
bezeichnet (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Plasmidkarte des Expressionsvektors pWW15 mit einklonierter c-FLIP, -cDNS-Sequenz

Die c-FLIP_-cDNS-Sequenz wurde mit den Primern FLIP f und FLIP r amplifiziert. Dadurch wurde am 5° Ende der
c-FLIP_-cDNS-Sequenz eine Erkennungssequenz fir Sal | und die Kozak-Translationsinitiationsstelle eingefiigt.
Am 3’ Ende wurde die kodierende Sequenz flr eine 11 Aminosauren umfassende Peptidsequenz aus dem
c-myc-Gen (dargestellt als schwarzes Rechteck) und die Erkennungssequenz fir Bgl Il angeflgt. Die erhaltene
cDNS wurde mit Sal | und Bgl/ Il geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen linearisierten Vektor pWWW15
einligiert. Es resultierte das Konstrukt pWWW15xc-FLIP, .

LacZ: Gen fir B-Galaktosidase; Amp: Ampicillin-Resistenz-Gen; MCS: multiple Klonierungsstelle (multiple
cloning site); ori: Replikationsursprung (origin)

3.1.2 Sequenzierung der c-FLIP -cDNS

Um sicherzustellen, dass der ,myc-tag“ und die eingefiihrten Restriktionsenzymschnittstellen
korrekt an den 5’ und 3’ untranslatierten Bereich der c-FLIP -cDNS angefligt wurden, erfolgte
eine vollstandige Sequenzierung der klonierten c-FLIP -cDNS sowie des 5 und 3’ untrans-
latierten Bereichs des Expressionsvektors pWW15xc-FLIP.. Dazu wurden die unter 2.1.7 aufge-
fihrten Oligonukleotide verwendet. Um Sequenzfehler sicher ausschlieRen zu kénnen, wurden
beide DNS-Stréange der c-FLIP_-cDNS sequenziert. Die amplifizierte 1494-bp-cDNS-Sequenz und
die 491 Aminosauren umfassende Protein-Sequenz von c-FLIP_ sind im Anhang 8.3 dargestellit.
Der fur die weiteren Arbeiten ausgewahlte Klon wies keinerlei Abweichungen von der
Nukleotidsequenz des EST-Klons # 115792 auf und enthélt am 3’ Ende der c-FLIP -cDNS einen
im korrekten Leseraster angefligten ,myc-tag".
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3.2 Nachweis der Funktionalitat der klonierten c-FLIP_ -cDNS durch
gekoppelte in vitro-Transkription/Translation

Zunachst wurde mittels gekoppelter in vitro-Transkription/Translation in Retikulozyten-Lysaten
Uberpriift, ob die amplifizierte und in den Expressionsvektor pWW15 subklonierte c-FLIP -cDNS
mit angehangtem ,myc-tag“ translatierbar ist. Da in dem Expressionsvektor pWW15 in der
5’ Region vor der einklonierten c-FLIP -cDNS-Sequenz der Bakteriophagenpromotor T3 lokali-
siert ist (s. Abbildung 8), wurde T3-RNS-Polymerase fiir die Transkription verwendet. In die
Translationsansatze wurden verschiedene Ausgangsmengen (0,3 ug; 0,5 ug; 0,8 ug; 1 ug) des
Plasmids pWW15xc-FLIP_ eingesetzt. Fiur die Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit einem Plas-
mid mit Luciferase-cDNS (0,1 pg und 1 ug) mitgefiihrt, als Negativkontrolle diente ein Ansatz
ohne Zusatz von Plasmid-DNS. Die Translationsansatze wurden anschlieBend auf 10 %
NuPAGE-Bis-Tris-Gelen gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiografie nachge-
wiesen. Die in Abbildung 9 dargestellte Autoradiografie zeigt, dass die c-FLIP -cDNS-Sequenz
translatierbar ist und ein Protein mit der erwarteten Gréf3e von 55 kD ergibt.

O
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I | & 4
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Abbildung 9:  Autoradiografie der Protein-Gelelektrophorese zum Nachweis des c-FLIP -Proteins nach
gekoppelter in vitro-Transkriptions/Translation

Fur die in vitro-Transkription/Translation wurden unterschiedliche Mengen (0,3-1 ng) des Plasmids pWW15x
c-FLIP_ mit carboxyterminalem ,myc-tag” eingesetzt. Die Plasmide wurden 2 h bei 30°C in Gegenwart von g,
Methionin inkubiert. 10 pl des Ansatzes wurden mit NuPAGE-Probenauftragspuffer auf ein 10 % NuPAGE-Bis-
Tris-Gel aufgetragen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiografie nachgewiesen. Zur Molekular-
gewichtsbestimmung wurden 5 pl des 14C-MolekuIargewichtsstandards aufgetragen.

M: "“C-Molekulargewichtsstandard; pWW415xc-FLIP, : Unterschiedliche Mengen (0,3 pg, 0,5 ug, 0,8 ug, 1 ug des
Vektors pWW15 mit einklonierter c-FLIP -cDNS-Sequenz mit 3’ angefligtem ,myc-tag” dienten als Matrize flr die
gekoppelte in vitro-Transkription/Translation; pLUC: Translation des Kontroll-Plasmids mit Luciferase-cDNS
(Positivkontrolle) erzeugte eine Proteinbande mit einer GréRe von 61 kD. Die zusatzlich zu erkennenden Protein-

banden stellen ,Abbruch-Translationsprodukte® dar; - DNS: Transkriptions/Translationsansatz ohne Plasmid-
DNS-Zusatz (Negativkontrolle).
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3.3 Herstellung verschiedener retroviraler Expressionsvektoren fiir c-FLIP_

Nachdem die Sequenz der klonierten c-FLIP_-cDNS Uberprift und die Translatierbarkeit des
Proteins sichergestellt werden konnte, wurden zwei verschiedene retrovirale Expressions-
vektoren hergestellt. Diese enthalten neben dem Promotor in der 5’ LTR (long terminal repeat)-
Region des retroviralen Vektors zusatzlich einen internen Promotor, den Cytomegalovirus (CMV)-
Promotor. Als Ausgangsvektor fiir die nachfolgenden Klonierungen wurde das Plasmid pLNCX,
das auf dem Moloney Maus Leukamievirus (MoMLV) basiert, eingesetzt. Neben der klonierten c-
FLIP_-cDNS sollte die cDNS-Sequenz des als Reportergen zu verwendenden niedrig-affinen
Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptors (low affinity nerve growth factor receptor, LNGFR)
einkloniert werden. Dieses Gen kodiert fiir eine verkirzte Form des LNGF-Rezeptors, dessen
zytoplasmatische Domane deletiert wurde (Machl et al., 1997). Das Transmembranprotein ist
daher nicht in der Lage, Signale in das Innere der Zelle weiterzuleiten und eignet sich aufgrund
seiner geringen Immunogenitat als Zelloberflachen-Reporterprotein fir in vitro- und in vivo-
Studien.

Um zu ermitteln, welcher Promotor flr die Expression der c-FLIP -cDNS am geeignetsten ist,
wurden zwei verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Die Namensgebung der Konstrukte er-
folgte unter Beriicksichtigung der 5'— 3’Abfolge der einklonierten Gene.

3.3.1 Konstruktion des retroviralen Vektors pLMCF

Der gesamte Klonierungsablauf fir die Konstruktion von pLMCF und pLMC (Mock-Kontrollvektor)
ist in Abbildung 10 dargestellt. Zunachst wurde der retrovirale Expressionsvektor pLNCX, der auf
der 5 Seite des CMV-Promotors das Gen fir die Neomycin-Phosphotransferase (Neomycin-
Resistenzgen, NeoR) tragt, mit Bel | und Cla | verdaut. Durch diese Restriktion werden der CMV-
Promotor und das Neo®-Gen aus dem Vektor herausgeschnitten. Anschliefiend wurde fiir weitere
Klonierungsschritte eine multiple Klonierungsstelle (MCS) eingefligt. Dazu wurden je 200 pmol
der Oligonukleotide MCS f und MCS r mit 3 ul 10xExpand HF-Puffer des ,Expand High Fidelity
PCR System’ und 30 pl bidestilliertem H,O fir 5 min bei 95°C inkubiert. Fir eine
Aneinanderlagerung der komplementaren Oligonukleotide wurde die Reaktion langsam auf
Raumtemperatur abgekiihlt, wodurch eine doppelstrangige DNS-Sequenz entsteht, die am 5
Ende das kohasive Ende einer Bcl I-Schnittstelle tragt. Es folgen in 5-3’ Orientierung
Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonukleasen Xho |, Bam HI, Hpa |, Sal | und Bgl/ Il,
gefolgt von dem kohasiven Ende einer Cla I-Schnittstelle. Von dieser Reaktion wurden 10 pl in
eine Ligation mit dem dephosphorylierten, Bcl I/Cla I-geschnittenen Vektor pLNCX eingesetzt.
Das erhaltene Konstrukt wurde mit pL(MCS) bezeichnet. Die Insertion der multiplen Klonierungs-
stelle wurde mittels Bcl I/Cla |-Restriktion Uberprift. Danach wurde die CMV-Promotorsequenz
aus dem pLNCX-Plasmid mittels Bam HI/Hpa I-Doppelverdau isoliert. Fir die Einklonierung des
CMV-Promotors in die erzeugte multiple Klonierungsstelle folgte eine Restriktion des Konstrukts
pL(MCS) mit Bam HI und Hpa |, in das dann das Restriktionsfragment des CMV-Promotors
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einligiert wurde. Das resultierende Konstrukt wurde als pLC bezeichnet. Die Ermittlung korrekter
pLC-Bakterienklone erfolgte mittels Bam HI/Hpa 1-Verdau.

Um nun die cDNS-Sequenz des LNGFR-Reportergens einzufligen, wurde das Plasmid pLDNS-
TK-opa, in das die komplette LNGFR-cDNS-Sequenz einkloniert worden war (s. 8.4), mit den
Oligonukleotiden LNGFR f und LNGFR r amplifiziert. Der 5’ Primer LNGFR f enthalt zusatzlich die
Basen fur die Kozak-Translationsinitiationssequenz und die Erkennungssequenz fir die Re-
striktionsendonuklease Sal |. Das 3’ Oligonukleotid enthalt die kodierenden Nukleotide fir die Bg/
[I-Restriktionsenzymerkennungssequenz. Die PCR erfolgte in 30 Zyklen mit einer Denatu-
rierungsphase bei 94°C (1 min), einer Anlagerungsphase bei 50°C (1 min) und einer Elonga-
tionsphase bei 72°C (1 min). Die Abschluss-Extension erfolgte bei 72°C (7 min). Das resul-
tierende PCR-Produkt, das mit den eingefiihrten Restriktionsenzymschnittstellen eine Grofle von
837 bp aufweist, wurde anschlieRend mit Sal | und Bg/ |l nachverdaut. Da die Restriktionsenzym-
schnittstelle flr Sal | mit der des Enzyms Xho | und die Erkennungssequenz von Bg/ || mit der
des Enzyms Bam HI kompatibel ist (s. Abbildung 10) konnte die LNGFR-cDNS durch Verdau des
pLC-Konstrukts mit Xho | und Bam HI nachfolgend einligiert werden. Mit erfolgter Ligation
besitzen die hybriden Restriktionsenzymschnittstellen Xho I/Sal | und Bam HI/Bgl! 1l nicht mehr
die korrekte Sequenz fir eines der beiden Restriktionsenzyme. Somit wurde die Insertion der
LNGFR-cDNS durch Restriktion mit Bam HI (schneidet nur in der LNGFR-cDNS) und Hind Il
(schneidet nur in der CMV-Promotorsequenz) Uberprift. Das erhaltene Konstrukt wurde als
pLMC bezeichnet und in weiteren Versuchen als Mock-Kontrollvektor benutzt.

Fur die Einfihrung der c-FLIP -cDNS-Sequenz wurde die in den Expressionsvektor pWWW15 mit-
tels Sal I/Bgl lI-Restriktion subklonierte c-FLIP -cDNS-Sequenz (s. 3.1.1) durch Verdau mit Sal |
und Bgl/ Il isoliert und in das mit den gleichen Enzymen linearisierte, dephosphorylierte Konstrukt
pLMC ligiert. Die Insertion der c-FLIP.-cDNS in dem so entstandenen pLMCF-Konstrukt wurde
durch Doppelverdau mit Sa/ | und Bg/ Il kontrolliert. Im pLMCF-Konstrukt steht die Expression der
c-FLIP_.-cDNS-Sequenz mit angehangtem ,myc-tag“ unter der Kontrolle des internen CMV-
Promotors, wahrend das Reportergen LNGFR unter der Kontrolle des retroviralen MoMLV-LTR-
Promotors exprimiert wird.
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Abbildung 10: Konstruktion des retroviralen Expressionsvektors pLMCF

Die Sequenzen fiir den CMV-Promotor und das Neomycin-Resistenzgen (Neo™) wurden mittels Bc/ I/Cla 1-Verdau
aus dem retroviralen Vektor pLNCX ausgeschnitten. Eine multiple Klonierungsstelle (MCS) wurde durch
Oligonukleotid-Anlagerung von Primern mit kohasiver 5 Bcl |- und 3’ Cla I-Schnittstelle einligiert. Durch
Bam Hl/Hpa I-Restriktion von pLNCX und pL(MCS) wurde die CMV-Promotorsequenz isoliert und in den Vektor
pL(MCS) kloniert. Das so entstandene Konstrukt wurde als pLC bezeichnet. Die LNGFR-cDNS-Sequenz wurde
mit den Oligonukleotiden LNGFR f und LNGFR r aus dem Plasmid pLDNS-TK-opa amplifiziert und enthalt somit
am 5’ Ende eine Erkennungssequenz fur Sal | und die Kozak-Translationsinitiationsstelle. Am 3’ Ende wurde die
Erkennungssequenz fir Bgl Il angefligt. Die resultierende cDNS wurde mit Sal | und Bg/ Il geschnitten und in den
mit den Enzymen Xho | und Bam HI linearisierten Vektor pLC aufgrund der Kompatibilitat der Restriktionsenzym-
schnittstellen Xho 1/Sal | und Bgl Il/Bam HI einligiert. Das resultierende Konstrukt wurde als Mock-Kontrollvektor
benutzt und mit pLMC bezeichnet. Die Insertion der c-FLIP -cDNS-Sequenz erfolgte durch Restriktion des pLMC-
Vektors und des pWW15-Vektors, in den die c-FLIP_-cDNS mit 3’ angehangtem ,myc-tag“ subkloniert wurde (s.
3.1.1) mit Sal | und Bgl/ Il und anschlieBender Ligation. Das resultierende Konstrukt wurde mit pLMCF benannt.
LTR: long terminal repeat, U: untranslatierte Region; W: Verpackungssignal; Neo®: Neomycin-Resistenzgen
(Neomycin-Phosphotransferase); LNGFR: low affinity nerve growth factor receptor; c-FLIP_: lange Variante des
c-FLIP-Gens; p: Plasmid; MCS: multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site); L: retroviraler LTR-Promotor; M:
cDNS-Sequenz des LNGFR-Gens (marker gene); F: cDNS-Sequenz des c-FLIP -Gens mit 3’ ,myc-tag®
(dargestellt als schwarzes Rechteck).
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3.3.2 Konstruktion des retroviralen Vektors pLFCM

Der Klonierungsablauf fir die Konstruktion von pLFCM und pLCM (Mock-Kontrollvektor) ist in
Abbildung 11 dargestellt. Die Klonierung bis zum Erhalt des Vektors pLC wurde wie unter 3.3.1
beschrieben durchgefiihrt.

Fir die Herstellung des Mock-Kontrollvektors pLCM wurde die cDNS-Sequenz des LNGFR-
Reportergens wie unter 3.3.1 beschrieben mit den Oligonukleotiden LNGFR f und LNGFR r aus
dem Plasmid pLDNS-TK-opa amplifiziert (s. 8.4). Das resultierende 837-bp-PCR-Produkt wurde
mit Sal | und Bgl/ Il nachverdaut und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen dephos-
phorylierten pLC-Vektor ligiert. Die Einklonierung der LNGFR-cDNS wurde durch Restriktion mit
Sal | und Bgl Il Gberpruft.

Fir die Herstellung des pLFCM-Konstrukts wurde zunachst die in den Expressionsvektor pWWW15
subklonierte c-FLIP -cDNS-Sequenz durch Verdau mit Sal | und Bgl/ Il isoliert und anschlief3end
in das pLC-Konstrukt, das durch Verdau mit Xho | und Bam HI linearisiert wurde, eingebracht.
Dies war wie unter 3.3.1 erlautert durch die Kompatibilitdt der Restriktionsenzymschnittstellen
Xho 1/Sal | und Bgl Il/Bam HI mdglich. Die Insertion der c-FLIP -cDNS in das so entstandene
pLFC-Konstrukt wurde durch Doppelverdau mit Bam HI (schneidet nur in der
c-FLIP_ -cDNS) und Sna Bl (schneidet nur in der CMV-Promotorsequenz) kontrolliert.

Danach wurde die amplifizierte LNGFR-cDNS (s. 3.3.1) in den mit Sal | und Bgl/ Il geschnittenen
pLFC-Vektor eingefligt. Die Einklonierung der LNGFR-cDNS wurde durch Restriktion mit Sal |
und Bgl Il Gberprift. Das so erhaltene Konstrukt wurde im Folgenden mit pLFCM bezeichnet.

In diesem Konstrukt wird die cDNS-Sequenz des c-FLIP -Gens mit angehangtem ,myc-tag” unter
der Kontrolle des retroviralen LTR-Promotors transkribiert. Das LNGFR-Gen wird unter der
Kontrolle des internen CMV-Promotors exprimiert.
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Abbildung 11: Konstruktion des retroviralen Expressionsvektors pLFCM

Die Entfernung der CMV-Promotor-Sequenz und des Neomycin-Resistenzgens (NeoR) aus dem retroviralen
Vektor pLNCX und die Einfigung einer multiplen Klonierungsstelle (MCS), sowie die anschlieRende Reinsertion
des CMV-Promotors ist in Abbildung 10 dargestellt.

A: Die LNGFR-cDNS-Sequenz wurde mit den Primern LNGFR f und LNGFR r aus dem Plasmid pLDNS-TK-opa
amplifiziert und enthdlt somit am 5 Ende eine Erkennungssequenz fir Sal | und die Kozak-Translations-
initiationsstelle. Am 3’ Ende wurde die Erkennungssequenz fiir Bg/ Il angefligt. Die resultierende cDNS wurde mit
Sal | und Bgl 1l geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen linearisierten Vektor pLC einligiert. Das resul-
tierende Konstrukt wurde als Mock-Kontrollvektor benutzt und mit pLCM bezeichnet.

B: Die Insertion der c-FLIP_-cDNS-Sequenz in das pLC-Plasmid erfolgte durch Restriktion des pWW15-Vektors,
in den die c-FLIP.-cDNS mit 3’ angehangtem ,myc-tag“ subkloniert wurde (s. 3.1.1), mit Sal | und Bgl/ Il
Anschlieffiend wurde die cDNS in den mit Xho | und Bam Hl linearisierten Vektor pLC aufgrund der Kompatibilitat
der Restriktionsenzymschnittstellen Xho 1/Sal | und Bgl ll/Bam HI eingefiihrt. Aus diesem Klonierungsschritt re-
sultierte das Konstrukt pLFC. Die LNGFR-cDNS-Sequenz wurde mit den Oligonukleotidprimern LNGFR f und
LNGFR r aus dem Plasmid pLDNS-TK-opa amplifiziert und enthalt am 5’ Ende eine Erkennungssequenz fiir Sal |
und am 3’ Ende die Erkennungssequenz fiur Bgl Il. Die cDNS wurde mit Sal | und Bgl/ Il nachverdaut und in den
durch Verdau mit Sal | und Bgl |l linearisierten Vektor pLFC ligiert. Das resultierende Konstrukt wurde mit pLFCM
bezeichnet.

LTR: /ong terminal repeat, U: untranslatierte Region; W: Verpackungssignal; LNGFR: low affinity nerve growth
factor receptor, c-FLIP_: lange Variante des cFLIP-Gens; p: Plasmid; MCS: multiple Klonierungsstelle (multiple
cloning site); L: retroviraler LTR-Promotor; M: cDNS-Sequenz des LNGFR-Gens (marker gene); F: cDNS-
Sequenz des c-FLIP -Gens mit 3’ ,myc-tag“ (dargestellt als schwarzes Rechteck).
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3.4 Etablierung und Klonierung stabiler c-FLIP_-Protein-exprimierender Zellen

3.4.1 Transiente Transfektion der ekotropen Verpackungszelllinie E86

In den hergestellten retroviralen Expressionsvektoren wurden die fiir die Replikation und
Verpackung des Virus notwendigen viralen Gene durch die einklonierten cDNS-Sequenzen
ersetzt, die Signalsequenz fur die Initiation der Viruspartikelverpackung ¥ blieb jedoch erhalten
(s. Abbildung 10 und Abbildung 11). Somit missen derartig modifizierte retrovirale Vektoren
zunachst in eine Verpackungszelllinie eingeschleust werden, welche die zur Replikation und Ver-
packung der Viruspartikel notwendigen Proteine bereitstellt. Hierbei unterscheidet man ekotrope
Verpackungszelllinien, die das ekotrope Virus-Hullprotein env (envelope) exprimieren und somit
nur in der Lage sind, Maus- und Rattenzellen zu infizieren, die den Rezeptor fir das entspre-
chende ekotrope env-Genprodukt exprimieren. Amphotrope Verpackungszelllinien exprimieren
ein env-Hiullprotein das ihnen ein breiteres Wirtsspektrum verleiht. Somit kénnen mit ampho-
tropen Verpackungszelllinien auch humane Zellen infiziert werden. Das Ziel der Arbeit war die
Herstellung amphotroper Verpackungszelllinien, die fiir die Infektion menschlicher als auch (fur
eventuelle spatere in vivo-Versuche) Maus-Zellen genutzt werden kénnen. Um die hergestellten
Vektoren effizient in die amphotrope Verpackungszelllinie HSRBMO1 einzuschleusen, wurde
zunachst die Helfer-Virus (Wildtyp-Virus)-freie ekotrope Verpackungszelllinie E86 mittels Lipo-
fektion mit ,Lipofectamin PLUS’ mit je 2 pug der hergestellten retroviralen Expressionsvektoren
pLMCF und pLFCM und der Mock-Kontrollvektoren pLMC und pLCM transfiziert. Zwei Tage nach
der Transfektion wurde der Zellkulturiiberstand der E86-Zellen, der die freigesetzten Viren
enthalt, gewonnen und durch einen 0,45-um-Sterilfilter filtriert, der flr die viralen Partikel, nicht
aber flr Zellen durchlassig ist.

3.4.2 Infektion der amphotropen Verpackungszelllinie HSRBMO01

HSRBMO1-Zellen wurden mit 1,5 ml des gewonnenen Zellkulturiiberstands von EB86-Zellen
(s. 3.4.1) in Gegenwart von Polybren infiziert. Das Polykation Polybren neutralisiert negative La-
dungen auf der Membranaulienseite von Zellen und retroviralen Partikeln und foérdert so den
Kontakt zwischen den Zellen. Nach der Infektion wurden die Zellen flr drei weitere Tage
kultiviert, bis die Expression der stabil in das Genom der amphotropen Verpackungszelllinie
integrierten cDNS-Sequenzen untersucht werden konnte. Um die Effektivitat der Infektion der
HSRBMO01-Zellen mit den retroviralen Expressionsvektoren pLMCF, pLFCM und den entspre-
chenden Kontroll-Vektoren zu ermitteln, wurde die Expression des LNGFR-Zelloberflachen-
proteins in den infizierten Zellen im Durchflusszytometer untersucht (s. 2.2.3.7). Die Zellfarbung
erfolgte nach der indirekten Methode fir 30 min mit 1 pg/ml des primaren Anti-LNGFR-
Antikérpers und anschlieBender 30-minatiger Inkubation mit dem FITC-markierten Detektions-
antikérper (Anti-Maus Ig-FITC). Nach Ausgrenzung toter Zellen durch Gegenfarbung mit Pl wurde
der Anteil LNGFR-positiver Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Kontrollfarbungen wurden
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mit einem monoklonalen Antikorper gleichen Isotyps, jedoch irrelevanter Spezifitat (Anti-
Neurofilament-Antikdrper) durchgefihrt. Der durchschnittliche Anteil LNGFR-positiver Zellen lag
in den infizierten HSRBMO1-Zellen bei 1-4 % (Daten nicht gezeigt).

3.4.2.1 Kilonierung infizierter HSRBMO01-Zellen

Fir die Anreicherung von Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS, s. 2.2.3.8.1) wurden
je 1x10” infizierte HSRBMO1-Zellen mit Anti-LNGFR-Antikérper markiert und anschlieBend mit
Ratte-Anti-Maus 1gG1-Magnetkigelchen inkubiert. Die magnetische Separation der LNGFR-
exprimierenden Zellen wurde je drei- bis viermal durchgefiihrt, um die Anreicherungseffizienz zu
verbessern. Die so abgetrennten, LNGFR-positiven Zellen wurden dann in DMEM-Kulturmedium
zum weiteren Wachstum ausgesat und anschliefend mittels FACS-Sortierung (s. 2.2.3.8.2)
kloniert.

Fir die Zellklonierung mittels Einzelzellablage wurden die Zellen wie fir die FACS-Analyse
beschrieben gefarbt (s. 2.2.3.7) und dann am Durchflusszytometer (FACSsort) mittels einer
gekoppelten Sortierapparatur in 96-Loch-Mikrotiterplatten abgelegt. Von den HSRBMO01-Zellen,
die mit den retroviralen Expressionskonstrukten pLMCF und pLFCM infiziert wurden, sind je funf,
von den Mock-Kontrollen jeweils zwei 96-Loch-Zellkulturplatten abgelegt worden. Das Wachstum
der Klone wurde unter dem Mikroskop verfolgt und heranwachsende Klone nach ca. 1-2 Wochen
expandiert.

3.4.2.2 Nachweis der Expression des Reporterproteins LNGFR in klonierten
HSRBMO01-Zellen

Die resultierenden Klone wurden mit HSRBMO1xpLMCF bzw. HSRBMO1xpLFCM und der ent-
sprechenden Koordinate in der Mikrotiterplatte bezeichnet. Die mocktransduzierten Klone wurden
demgemaf mit HSRBMO1xpLMC bzw. HSRBMO01xpLCM benannt.

Die Klonierungseffektivitdt sowie die Stabilitdt der Expression des LNGFR-Zelloberflachen-
proteins wurden im Durchflusszytometer analysiert (s. 2.2.3.7). Nach indirekter Anfarbung der
verschiedenen Klone mit Anti-LNGFR-Antikorper erfolgte die Ausgrenzung toter Zellen durch
Gegenfarbung mit PI. Als Kontrolle dienten HSRBMO1-Klone, die mit dem Isotyp-Kontroll-
antikérper (Anti-Neurofilament-Antikdrper) angefarbt wurden. Mehr als 90 % aller untersuchten
HSRBMO01-Klone zeigten eine hohe Expression des LNGFR-Proteins. Die LNGFR-Expression
(bezeichnet mit FL1-H) der fir weitere Arbeiten ausgewahlten Klone HSRBM01xpLMCF H4 und
HSRBMO1xpLMCF 2A7 sowie der Mock-Kontrollen HSRBMO1xpLMC 2B12 und HSRBMO1x
pLCM 1G12 ist in Abbildung 12 dargestellt.

Im Vergleich zu HSRBMO01-Klonen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikérper angefarbt wurden, zeigt
der Logarithmus der LNGFR-Signalintensitat (bezeichnet als FL1-H) der HSRBMO1xpLMCF-
Klone als auch der HSRBMO1xpLFCM-Klone im Vergleich zu der Anfarbung der Isotyp-Kontrolle
eine 10- bis 20-fach starkere Fluoreszenzsignalintensitat und damit eine starke Expression des
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LNGFR-Zelloberflachenproteins. Hinsichtlich der Expressionsstarke des LNGFR-Proteins konnte
in der Zelllinie HSRBMO1 kein signifikanter Unterschied in den Klonen der beiden hergestellten
Expressionskonstrukte pLMCF und pLFCM beobachtet werden. Auch in den Klonen der Mock-
Kontrollen konnten keine Unterschiede in der Expressionsintensitat des LNGFR-Proteins in den
Konstrukten pLMC und pLCM festgestellt werden.

Somit zeigte sich, dass in HSRBMO01-Zellen die LNGFR-cDNS unter der Transkriptionskontrolle

des retroviralen MoMLV-LTR-Promotors ebenso effizient transkribiert wird, wie unter der
Transkriptionskontrolle des internen CMV-Promotors.

A HSRBMO01xpLMCF 2A7 HSRBMO01xpLFCM H4

Counts
080 160240 320 400

Countks
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relative Zellzahl

Counts
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Abbildung 12: Durchflusszytometrischer Nachweis der Zelloberflichenexpression von LNGFR in
HSRBMO01-Klonen, die mit den retroviralen Expressionsvektoren pLMCF und pLFCM bzw.
den Mock-Kontrollvektoren infiziert wurden

A: Darstellung der LNGFR-Proteinexpression von HSRBMO01-Zellen, die mit dem retroviralen Expressions-
konstrukten pLMCF und pLFCM infiziert wurden

B: Darstellung der LNGFR-Proteinexpression von HSRBMO01-Zellen, die mit den retroviralen Kontrollvektoren
pLMC und pLCM infiziert wurden

Die Zellen wurden mit 1 pg/ml des unkonjugierten primaren Antikdrpers Anti-LNGFR fiir 30 min bei 4°C gefarbt.

Fir die Kontroll-Farbung (Isotyp-Kontrolle) wurde 1 pg/ml Anti-Neurofilament-Antikdrper benutzt. Nach der

Inkubation mit 1 ng/ml des sekundaren Antikérpers Anti-Maus Ig-FITC wurden die Zellen durchflusszytometrisch

untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. In den Histogrammen ist die relative Zellzahl gegen die

Fluoreszenzintensitat (logarithmischer MaRstab) aufgetragen. In jedem Diagramm wird die Farbung der

unterschiedlichen Klone mit Anti-LNGFR-Antikorper (graue Linie) mit der Anfarbung durch den Anti-Neurofilament

Isotyp-Kontrollantikérper (grau ausgefillte Kurve) verglichen.
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3.4.2.3 Nachweis der c-FLIP -Proteinexpression in klonierten HSRBMO01-Zellen

Die Expression des c-FLIP -Proteins in den HSRBMO01-Zellen wurde zunachst indirekt Gber den
Nachweis des im offenen Leserahmens angefiigten ,c-myc-Epitops® mit Anti-c-myc-Antikérper
(s. 2.1.9.1) untersucht. Es wurden je 20 ug Gesamtproteinextrakt aus 1x10° Zellen der
HSRBMO1xpLMCF-Klone und HSRBMO1xpLFCM-Klone unter reduzierenden Bedingungen gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend mittels ,Western Blot’ auf PVDF-Membranen
Ubertragen (s. 2.2.2.5). Fur den Nachweis des c-FLIP -Proteins wurden 1-10 ug/ml des Anti-
c-myc-Antikérpers 9E10 und 40 mU/ml des Sekundarantikérpers Anti-Maus IgG-POD eingesetzt.
Bei keinen der LNGFR-positiven HSRBMO01-Klone konnte die Expression des c-FLIP -Proteins
aufgezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Der Nachweis des c-FLIP -Transkripts in den
untersuchten Klonen mittels ,RT-PCR’ war jedoch mdglich (Daten nicht gezeigt). Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass die c-FLIP -cDNS in der Verpackungszelllinie nicht transkribiert
werden kann. Da auch ein Fehler und damit eine mdgliche Fehlkodierung bzw. Rasterschub-
mutation in der c-FLIP -cDNS-Sequenz ausgeschlossen werden konnte (s. 3.1.2), konnte dies
ebenfalls nicht die Nichtnachweisbarkeit des c-FLIP -Proteins erklaren. Daher wurde fiir den
direkten Nachweis des c-FLIP -Proteins der Anti-c-FLIP-Antikérper NF6 verwendet. Je 10 ug Ge-
samtproteinextrakt aus 1x10® HSRBMO1xpLMCF- und HSRBMO1xpLFCM-Zellen wurden unter
reduzierenden Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt und im ,Western Blot’ mit 1 pg/ml
des Anti-c-FLIP-Antikérpers NF6 und 40 mU/ml des Sekundarantikbrpers Anti-Maus 1gG-POD
nachgewiesen (Abbildung 13). Als Positivkontrolle diente ein Zelllysat aus dem Labor Krammer,
in dem das c-FLIP_-Protein bereits erfolgreich nachgewiesen werden konnte. Als Negativkontrolle
wurden untransduzierte HSRBMO01-Zellen mitgefihrt.

Mit dem Anti-c-FLIP-Antikbrper NF6 konnte das 55-kD-c-FLIP -Protein in allen untersuchten
HSRBMO1xpLMCF- und HSRBMO1xpLFCM-Klonen, sowie in der Positivkontrolle nachgewiesen
werden. Untransduzierte HSRBMO1-Zellen wiesen erwartungsgemafl kein rekombinantes
c-FLIP -Protein auf. Die in allen Zellen zu erkennende schwache Proteinbande, die ein etwas
geringeres Molekulargewicht als das rekombinant exprimierte c-FLIP -Protein besitzt, reprasen-
tiert das endogen von den Zellen gebildete c-FLIP -Protein. Aufgrund des angefiigten ,myc-tags*
bzw. des angefiigten ,FLAG-tags“ bei der Positivkontrolle besitzt das Protein in den transdu-
zierten Zellen ein geringfiigig grofReres Molekulargewicht und damit ein reduziertes elektrophore-
tisches Laufverhalten im Vergleich zu endogenem c-FLIP -Protein.

Somit konnte gezeigt werden, dass die fiir weitere Arbeiten ausgewahlten Klone die eingefligte c-
FLIP -cDNS effizient in c-FLIP_ -Protein translatieren. Da in allen untersuchten HSRBMO01x
pLFCM-Klonen bei Einsatz gleicher Gesamtproteinmengen weniger c-FLIP -Protein nachweisbar
war, wurde vermutet, dass in HSRBMO01-Zellen, in denen die c-FLIP_-cDNS unter der Transkrip-
tionskontrolle des retroviralen LTR-Promotors steht (pLFCM-Konstrukte), diese weniger effizient
translatiert wird im Vergleich zu pLMCF-Expressionskonstrukten, in denen die c-FLIP -cDNS
unter der Transkriptionskontrolle des internen CMV-Promotors exprimiert wird.
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Abbildung 13: Nachweis des c-FLIP -Proteins in einzelnen Klonen der Verpackungszelllinie HSRBMO01,
die mit den retroviralen Expressionsvektoren pLMCF und pLFCM infiziert wurde mittels
,Western Blot’

A: c-FLIP -Proteinexpression in infizierten HSRBMO01-Zellen (pLMCF-Konstrukt)

B: c-FLIP_-Proteinexpression in infizierten HSRBMO1-Zellen (pLFCM -Konstrukt)

Jeweils 20 pg Gesamtproteinextrakt aus 1x10° HSRBMO1-Zellen wurde unter reduzierenden Bedingungen gel-
elektrophoretisch auf 4-12 % Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels ,Western Blot’ auf
PVDF-Membranen transferiert. Der Nachweis des c-FLIP_-Proteins erfolgte durch Uber-Nacht-Inkubation des
,Blots’ mit 1 pug/ml Anti-c-FLIP-Antikdrper NF6 bei 4°C und 30-mindtige Inkubation mit 40 mU/ml des Sekundar-
antikérpers Anti-Maus IgG-POD. Fir den Proteinnachweis wurde das ,Enhanced Chemiluminescence Detection
System (ECL)’ verwendet.

P: Positivkontrolle (Zelllysat mit nachgewiesener Proteinexpression von c-FLIP, mit angehangtem ,FLAG-tag” aus
dem Labor Krammer, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg); HSRBMO01 UT: untransduzierte
HSRBMO1-Zellen (Negativkontrolle).

3.4.3 Retroviraler Gentransfer der c-FLIP -cDNS in T-Zelllinien

Fir weitere Arbeiten wurden die Klone HSRBM0O1xpLFCM H4 und HSRBMO1xpLMCF 2A7, sowie
die Mock-Kontrollklone HSRBM0O1xpLCM 1G12 und HSRBMO1xpLMC 2B12 ausgewahlt. Diese
Auswahl basiert auf einer Reihe von Vorversuchen, im Laufe derer deutlich wurde, dass mit
diesen Klonen der Verpackungszelllinie die effizienteste Infektion der T-Zelllinien H9 und Jurkat
erzielt werden konnte (Versuche nicht gezeigt). Fir die Infektion der T-Zelllinien wurden
»Transwell“-Zellkulturplatten verwendet (s. 2.2.3.6), in denen die Zelllinien 2-5 Tage in Gegenwart
von 8 ug/ml Polybren und 10 ug/ml Concanavalin A (induziert die T-Zell-Proliferation und férdert
damit die Infektion) mit den ausgewahlten Klonen der Verpackungszelllinie HSRBMO01 koinkubiert
wurden. Nach der Infektion wurden die Zellen fiir weitere 3 Tage kultiviert, bis die Effektivitat der
Infektion durchflusszytometrisch und mittels ,Western Blot’ untersucht werden konnte.
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Der Erfolg der Infektion wurde auch in diesem Fall durch den Nachweis des LNGFR-Proteins
beurteilt. H9- und Jurkat-Zellen wurden mit 1 pg/ml des primaren Anti-LNGFR-Antikoérpers fur
30 min inkubiert, gefolgt von einer 30-mindtigen Inkubation mit dem FITC-markierten Detektions-
antikorper (Anti-Maus Ig-FITC). AnschlieRend konnte der Anteil lebender, LNGFR-positiver Zellen
durch Gegenfarbung mit Pl bestimmt werden. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit 1 ug/ml des
Isotyp-Kontrollantikérpers (Anti-Neurofilament-Antikdrper) angefarbt wurden. Der durchschnitt-
liche Anteil LNGFR-positiver Zellen lag in den infizierten T-Zelllinien bei 1-8 % (Daten nicht
gezeigt).

3.4.3.1 Kilonierung infizierter H9- und Jurkat-Zellen

Je 1x10 infizierte, LNGFR-exprimierende H9- und Jurkat-Zellen wurden zunéchst mittels magne-
tischer Zellsortierung (MACS, s. 2.2.3.8.1) angereichert. Dazu wurden die Zellen mit Anti-LNGFR-
Antikdrper markiert und anschlielend mit Ratte-Anti-Maus 1gG1-Magnetkiigelchen inkubiert. Die
Anreicherung der LNGFR-exprimierenden Zellen wurde je drei- bis viermal durchgefihrt, um die
Abtrennung untransduzierter Zellen zu verbessern. Die separierten H9- und Jurkat-Zellen wurden
in RPMI-Kulturmedium expandiert. Fir die Klonierung mittels Einzelzellablage (FACS-Sortierung,
s. 2.2.3.8.2) wurden die Zellen durch indirekte Anfarbung mit Anti-LNGFR-Antikérper markiert. Es
folgte eine 30-mindtige Inkubation mit dem FITC-markierten Detektionsantikdrper (Anti-Maus Ig-
FITC). Die Einzelzellablage erfolgte mittels Durchflusszytometrie (FACSsort) mit einer
gekoppelten Sortierapparatur in 96-Loch-Zellkulturplatten. Als Isotyp-Kontrolle dienten Zellen, die
mit Anti-Neurofilament-Antikbrper angefarbt wurden.

Die nach 1-2 Wochen heranwachsenden Klone wurden expandiert. Resultierende Klone wurden
abhangig vom infizierten Zelltyp und den verwendeten retroviralen Konstrukten mit HOxpLMCF
und H9XpLMCF bzw. JurkatxpLMCF und JurkatxpLMCF und der entsprechenden Koordinate in
der Mikrotiterplatte benannt. Die Mock-infizierten Kontroll-Klone wurden demgemafly mit HO9x
pLMC und H9xpLCM bzw. JurkatxpLMC und JurkatxpLCM bezeichnet.

3.4.3.2 Nachweis der LNGFR-Expression in klonierten H9- und Jurkat-Zellen

Die Effektivitat der Klonierungen wurde ebenfalls mittels FACS-Analyse bestimmt. Nach
Anfarbung der verschiedenen Klone der T-Zelllinien mit Anti-LNGFR-Antikorper (vgl. 3.4.2.2)
wurde deren Expression des LNGFR-Proteins im Durchflusszytometer quantifiziert (s. 2.2.3.7).
Als Isotyp-Kontrolle diente auch in diesem Fall die Farbung der Zellen mit Anti-Neurofilament-
Antikérper. Abbildung 14 zeigt die LNGFR-Expression einiger ausgewahlter Klone, die auch
nachfolgend im ,Western Blot’ untersucht wurden (s. 3.4.3.3). Die meisten H9- und Jurkat-Klone
wiesen eine hohe Expression (20- bis 30-fach starkere Fluoreszenzsignalintensitat) des LNGFR-
Proteins (bezeichnet mit FL1-H) im Vergleich zur Isotyp-Kontrollfarbung mit Anti-Neurofilament-
Antikdrper auf. Auch in den T-Zelllinien konnte kein wesentlicher Unterschied in der Expressions-
starke des LNGFR-Proteins in Abhangigkeit von dem verwendeten Expressionskonstrukt festge-
stellt werden. Fir die weiteren Analysen wurden 12 Klone der H9xpLMCF-Transduktanden,
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9 Klone der H9xpLFCM-Transduktanden, 11 Klone der JurkatxpLMCF-Transduktanden und
11 Klone der H9xpLFCM-Transduktanden, sowie pro Zelllinie je 1 Klon, der mit dem entsprechen-
den Mock-Kontrollvektor hergestellt wurde, ausgewahilt.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrischer Nachweis der LNGFR-Zelloberflichenexpression in H9- und
Jurkat-Klonen, die mit den retroviralen Expressionskonstrukten pLMCF und pLFCM infi-
ziert wurden

A: Darstellung der LNGFR-Proteinexpression in H9-Zellen

B: Darstellung der LNGFR-Proteinexpression in Jurkat-Zellen

Die Zellen wurden mit 1 pg/ml des unkonjugierten primaren Antikérpers Anti-LNGFR fir 30 min bei 4°C gefarbt.
Fir die Kontroll-Farbung (Isotyp-Kontrolle) wurde 1 upg/ml Anti-Neurofilament-Antikdrper eingesetzt. Nach
Markierung der Zellen mit 1 ug/ml des sekundaren Antikdrpers Anti-Maus Ig-FITC wurden die Zellen durchfluss-
zytometrisch untersucht. Von jeder Probe wurden 10000 Zellen analysiert. In den Histogramm-Darstellungen ist
die relative Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitat (logarithmischer Maf3stab) aufgetragen. In jedem Diagramm
wird die Farbung der unterschiedlichen Klone mit Anti-LNGFR-Antikérper (graue Linie) mit der Anfarbung durch
den Anti-Neurofilament Isotyp-Kontrollantikdrper (grau ausgefiillte Kurve) verglichen.
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3.4.3.3 Nachweis des c-FLIP_-Proteins in klonierten H9- und Jurkat-Zellen

Die Expression des c-FLIP_-Proteins in den infizierten T-Zelllinien wurde im ,Western Blot’
analysiert. Von allen untersuchten Klonen wurden je 50 ug Gesamtproteinextrakt aus 1x10° Zel-
len unter reduzierenden Bedingungen mittels Protein-Gelelektrophorese aufgetrennt, und im
.Western Blot’ mit 1 ug/ml Anti-c-FLIP-Antikdrper NF6 analysiert (Abbildung 15). Als Positivkon-
trolle diente ein Zelllysat der mit dem entsprechenden Expressionskonstrukt infizierten Ver-
packungszelllinie HSRBMO1 (in der Abbildung nicht dargestellt). Untransduzierte H9- bzw. Jurkat-
Zellen wurden als Negativkontrolle mitgefiihrt. Auch in den Klonen der Mock-Kontrollen konnte
keine Expression des rekombinanten c-FLIP -Proteins nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt).

Das c-FLIP_-Protein konnte in allen untersuchten T-Zell-Klonen in unterschiedlicher Starke, sowie
in der Positivkontrolle als 55-kD-Proteinbande nachgewiesen werden. In H9- und Jurkat-Zellen
wurde wie in HSRBMO1-Zellen (s. Abbildung 13) eine zusatzliche Proteinbande mit geringerer
Grole nachgewiesen, die das endogen exprimierte c-FLIP_-Protein reprasentiert. Aufgrund des
angefligten ,myc-tags” zeigt das c-FLIP_-Protein in den transduzierten Zellen ein reduziertes
elektrophoretisches Laufverhalten im Vergleich zu dem endogen gebildeten Protein. In
Ubereinstimmung mit dem Nachweis des c-FLIP_-Proteins in HSRBMO01-Zellen (s. Abbildung 13)
zeigte sich auch in den T-Zelllinien, dass in allen ausgewahlten H9- und Jurkat-Klonen, in denen
die Expression der c-FLIP -cDNS durch den viralen LTR-Promotor kontrolliert wird (pLFCM-
Konstrukte), das Protein in geringerem Mal3e gebildet wird im Vergleich zu den entsprechenden
Klonen, in denen die cDNS unter der Transkriptionskontrolle des internen CMV-Promotors steht
(PLMCF-Vektoren). Somit konnte vermutet werden, dass die c-FLIP -cDNS in den pLFCM-
Konstrukten in beiden T-Zelllinien weniger effizient translatiert wird.

Insgesamt wiesen alle untersuchten H9xpLMCF-Klone eine stirkere Uberexpression des
c-FLIP_-Proteins im Vergleich zu den analysierten JurkatxpLMCF-Klonen auf.

Es wurden Klone ausgewahlt, die sich in der Expressionsstarke des rekombinant exprimierten
c-FLIP -Proteins unterscheiden. Fir eine bessere Vergleichsmoglichkeit wurde die Klonauswahl
auf H9- und Jurkat-Zellen beschrankt, die mit dem retroviralen Expressionskonstrukt pLMCF
transduziert wurden. Die ausgesuchten Klone sind in Abbildung 15 mit einem Stern gekennzeich-
net.
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Abbildung 15: Nachweis des c-FLIP -Proteins in einzelnen Klonen der T-Zelllinien H9 und Jurkat, die mit

den retroviralen Expressionsvektoren pLMCF und pLFCM infizierten wurden mittels
,Western Blot’

A: Expression des c-FLIP -Proteins in H9-Zellen
B: Expression des c-FLIP -Proteins in Jurkat-Zellen

Jeweils 50 ug Gesamtproteinextrakt aus je 1x10° Zellen wurde unter reduzierenden Bedingungen gelelektro-
phoretisch auf 4-12 % Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels ,Western Blot’ auf PVDF-
Membranen transferiert. Der Nachweis des c-FLIP -Proteins erfolgte durch Uber-Nacht-Inkubation des ,Blots’ mit
1 pg/ml Anti-c-FLIP-Antikérper NF6 bei 4°C und 30-minitige Inkubation mit 40 mU/ml des Sekundarantikdrpers

Anti-Maus IgG-POD. Fir den Proteinnachweis wurde das ,Enhanced Chemiluminescence Detection System
(ECL)’ verwendet.

H9 UT: untransduzierte H9-Zellen (Negativkontrolle); Jurkat UT: untransduzierte Jurkat-Zellen (Negativkontrolle)
*: fUr weitere Analysen ausgewahlte Klone.

Der Expressionsgrad des c-FLIP -Proteins wurde in den ausgewahlten Klonen durch Ermittlung
der Chemilumineszenzintensitat der 55-kD-c-FLIP -Proteinbanden in den ,Western Blot’-Analysen
mit dem ,Lumilmager’-Chemilumineszenzmessgerat im Vergleich zu der Expressionsstarke des
endogenen c-FLIP -Proteins in untransduzierten Zellen bestimmt. Pro Zelllinie wurden fir die
weiteren zellbiologischen Untersuchungen 2 Klone mit einer starken Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins ausgewahlt, um klonale Unterschiede auszuschlieen. Zusatzlich wurde ein Klon mit
mittlerer Expressionsstarke und ein Klon mit niedriger Expressionsstarke ausgewahlt
(s. Abbildung 16). Die ausgewahlten Klone wurden in den weiteren Experimenten mit H9 Mock
4G5, H9xc-FLIP. 2C9, H9xc-FLIP. 3D6, H9xc-FLIP. 5C5 und H9xc-FLIP. 5F7 bezeichnet.
Entsprechend wurden die Jurkat-Klone mit Jurkat Mock 1H10, Jurkatxc-FLIP. 1G2, Jurkatx
c-FLIP_ 1B1, Jurkatxc-FLIP. 3C2 und Jurkatxc-FLIP_. 2C9 benannt. Des Weiteren wurden un-
transduzierte H9- und Jurkat-Zellen in den Versuchen mitgefihrt, die im Folgenden mit H9 UT
bzw. Jurkat UT (untransduziert) bezeichnet wurden.
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Abbildung 16: Quantifizierung der rekombinanten Expression des c-FLIP -Proteins in ausgewdhlten H9-
und Jurkat-Klonen

A: Expressionsstarke des rekombinanten c-FLIP_-Proteins in pLMCF-transduzierten Klonen der T-Zelllinie H9

B: Expressionsstarke des rekombinanten c-FLIP -Proteins in pLMCF-transduzierten Klonen der T-Zelllinie Jurkat

Die Expressionsstarke des c-FLIP_-Proteins wurde mittels Chemilumineszenzintensitdtsmessung von ,Western
Blot'-Analysen, die dem Nachweis des c-FLIP -Proteins in den infizierten T-Zelllinien H9 und Jurkat dienten, mit
dem Lumilmager quantifiziert. Die Uberexpression des c-FLIP_-Proteins in den infizierten Zellen wurde in Relation
zu der Expression des endogenen c-FLIP -Proteins (100 %) in den jeweiligen untransduzierten Zellen bestimmt.

H9xc-FLIP. -fache Uberexpression des Jurkatxc-FLIP_ -fache Uberexpression des
Klon rekombinanten c-FLIP,- Klon rekombinanten c-FLIP,-
Proteins [%] Proteins [%]
2C9 11,34 1G2 9,82
3D6 11,31 1B1 8,33
5C5 8,37 3C2 4,57
5F7 5,34 2C9 1,60

Tabelle 6: Auswertung der rekombinanten Expression des c-FLIP -Proteins in den ausgewaihlten H9-
und Jurkat-Klonen

Der Faktor der Uberexpression des c-FLIP,-Proteins in den infizierten H9- und Jurkat-Zellen wurde in Relation zu
der Expression des endogenen c-FLIP -Proteins (100 %) in den jeweiligen untransduzierten Zellen bestimmt (vgl.
Abbildung 16).
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3.5 Untersuchung der zellbiologischen Wirkungsweise des c-FLIP_-Proteins

3.5.1 Untersuchung der CD95-Expression in H9- und Jurkat-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Sensitivitat der T-Zelllinien H9 und Jurkat, die das c-FLIP,-
Protein stabil Gberexprimieren, gegeniiber Apoptose, die durch den CD95-Rezeptor vermittelt
wird, untersucht werden. Um auszuschlieRen, dass Abweichungen in der Zelloberflachen-
expression des CD95-Rezeptors zu einer unterschiedlichen Apoptosesensitivitat der Zellen
beitragen kdénnten, wurde die Expression des Rezeptors in untransduzierten H9- und Jurkat-
Zellen und den verwendeten transduzierten Zellen untersucht. Je 1x10° Zellen wurden mit
1 ug/ml des unkonjugierten primaren Antikdrpers Anti-CD95 fir 30 min bei 4°C angefarbt. Fur die
Isotyp-Kontrollfarbung wurde Anti-Neurofilament-Antikdrper eingesetzt. Als Sekundarantikdrper
diente FITC-markierter Anti-Maus Ig-Antikdrper. Der Anteil LNGFR-positiver Zellen wurde im
Durchflusszytometer (s. 2.2.3.7) nach Ausgrenzung toter Zellen durch Gegenfarbung mit
Propidiumiodid bestimmt (Abbildung 17).

Wie man an der relativen Verschiebung des Fluoreszenzintensitatsmaximums der Farbung mit
dem Anti-CD95-Antikérper gegentiber der Farbung mit dem Isotyp-Kontrollantikérper Anti-Neuro-
filament erkennt, weisen H9-Zellen eine ca. 2- bis 3-fach starkere Oberflachenexpression des
CD95-Rezeptors im Vergleich zu Jurkat-Zellen auf. Die CD95-Oberflachenexpression innerhalb
einer Zelllinie war jedoch bei untransduzierten Zellen und den infizierten Klonen einheitlich.
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Abbildung 17: Vergleichende durchflusszytometrische Untersuchung der Zelloberflaichenexpression des
CD95-Rezeptors in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen, sowie in ausgewahlten H9- und
Jurkat-Transduktanden

A: CD95-Proteinexpression in untransduzierten Zellen und den Klonen der Mock-Kontrollen

B: CD95-Proteinexpression in transduzierten H9-Zellen

C: CD95-Proteinexpression in transduzierten Jurkat-Zellen

Die Zellen wurden mit 1 pg/ml des Primarantikdrpers Anti-CD95 fir 30 min bei 4°C gefarbt. Fur die Kontroll-
Farbung (Isotyp-Kontrolle) wurde 1 ng/ml Anti-Neurofilament-Antikdrper benutzt. Nach anschlieBender Inkubation
mit 1 ng/ml des sekundaren Antikdrpers Anti-Maus Ig-FITC wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht.
Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. In den Histogrammen ist die relative Zellzahl gegen die Fluores-
zenzintensitat (logarithmischer Mastab) aufgetragen. In jedem Diagramm wird die Farbung der unterschiedlichen
Klone mit Anti-CD95-Antikdrper (graue Linie) mit der Anfarbung durch den Anti-Neurofilament Isotyp-
Kontrollantikérper (grau ausgefiillte Kurve) miteinander verglichen.
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3.5.2 Charakterisierung der Apoptosesensitivitit mit dem ,Annexin-V-Test’

Fir die Auslésung des zellularen Apoptoseprogramms missen die CD95-Rezeptormonomere
effektiv kreuzvernetzt werden. Diese Kreuzvernetzung flihrt zu einer Zusammenlagerung der
Rezeptormolekiile in der Membran und resultiert dann in der Induktion des Zelltodprogramms
(vgl. 1.2.3.1). Fir die Stimulierung der Apoptose unter experimentellen Bedingungen wurden die
agonistischen Antikérper Anti-CD95 Klon 2R2 (IgG3) und Anti-CD95 Klon CH-11 (IgM) verwen-
det. Zur Verstarkung der Apoptose-induzierenden Wirkung des Antikérpers der IgG3-Subklasse
wurde dieser durch eine zweistlindige Vorinkubation mit 1 ug Protein-G-Lésung pro 1 pg Anti-
korperlésung kreuzvernetzt. Antikérper der Immunglobulin-Klasse IgM bilden Pentamere und be-
sitzen somit zehn Antigenbindungsstellen. Durch Verwendung dieses Antikdrpers sollte somit
eine effektive Kreuzvernetzung des CD95-Rezeptors mdglich sein. Um die Apoptose-induzie-
rende Wirkung dieses Antikorpers zusatzlich zu verstarken, wurde eine zweistliindige Vorinku-
bation mit 1 ug Protein-A-Lsung pro 1 ug Antikdrperldsung vorgenommen. Je 1x10° Zellen der
transduzierten H9- und Jurkat-Zellen, sowie untransduzierte H9- und Jurkat-Zellen wurden
anschliefend mit 1 ug/ml dieser so behandelten Antikérperlésungen inkubiert.

In einer Reihe von Vorversuchen konnte mit beiden Antikérpern Apoptose in untransduzierten
H9- und Jurkat-Zellen induziert werden. Da kein Unterschied in der Apoptose-auslésenden
Wirkung zwischen den beiden Antikdrpern beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt),
wurde fir die weiteren Studien der Antikérper der IgG3-Subklasse verwendet.

3.5.2.1 Untersuchung der Apoptosesensitivitit von untransduzierten Zellen und den
Mock-Kontrollen

Um die Kinetik der Apoptoseinduktion zu verfolgen, wurden die untersuchten Zellen nach 0 h,
2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h geerntet und die Anzahl apoptotischer Zellen mit dem ,Annexin-V-
FLUOS Staining Kit’ bestimmt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, denen 1 pg/ml der zur Kreuz-
vernetzung verwendeten Protein-G-Losung zugesetzt wurde. Ein reprasentativer Versuch mit
untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen ist in Abbildung 18 und Abbildung 19 dargestellt. Der
Apoptoseverlauf der Mock-Kontrollklone entsprach dem der untransduzierten Zellen und ist daher
hier nicht gesondert angefiihrt. Die Diagramme wurden wie unter 2.2.5 beschrieben durch eine
Gitternetzlinie in vier Quadranten unterteilt, die mit ,oben links (OL)“, ,oben rechts (OR)“, ,unten
links (UL)“ und ,unten rechts (UR)“ bezeichnet wurden. Lebende Zellen, die weder mit Annexin-V
noch mit Pl anfarbbar sind, befinden sich im Quadranten UL. Zellen, die sich in einem frihen
Apoptosestadium befinden und mit Annexin-V, nicht aber mit Pl anfarbbar sind, befinden sich im
Quadranten OL. Der Quadrant OR umfasst alle Zellen, die sowohl mit Annexin-V als auch mit PI
markiert werden. Im Quadranten UR sind dagegen Zellen in einer sehr spaten Phase der
Apoptose zu finden, die sich bereits nicht mehr mit Annexin-V, sondern nur noch mit dem
Farbstoff Pl anfarben lassen. Der Gesamtanteil apoptotischer Zellen (bezeichnet als Ag=
experimentelle Apoptose) wurde durch Addition der Anteile in den Quadranten OL, OR und UR
berechnet. Der Anteil apoptotischer Zellen der Negativkontrolle wurde ebenfalls Uber die
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Quadranten OL, OR und UR summiert und reprasentiert den Anteil spontan in der Probe auftre-
tender Apoptose (bezeichnet als As= spontane Apoptose). Somit berechnete sich der relative
Prozentanteil apoptotischer Zellen aus der Subtraktion Ag-As.

Der Apoptoseverlauf der beiden T-Zelllinien H9 und Jurkat, die als Typ-I- und Typ-ll-Zellen
kategorisiert wurden (s. 1.2.3.3), zeigte deutliche Unterschiede. Bereits nach einer 4-stiindigen
Inkubationszeit mit dem agonistischen Anti-CD95-Antikorper wies der grofte Teil der H9-Zellen
eine Anfarbung mit Annexin-V auf (Abbildung 18, Quadrant OL 62,7 %). In der T-Zelllinie Jurkat
hingegen zeigten zu diesem Zeitpunkt 34,1 % der Zellen eine Anfarbung mit Annexin-V
(Quadrant OL). Diese beobachteten Unterschiede wurden nach einem Inkubationszeitraum von 8
h und 24 h noch offensichtlicher. Nach 24 h betrug der Anteil Annexin-V-positiver Zellen in der
Zelllinie H9 5,8 % (Quadrant OL). Mit Pl wurden 69,9 % der Zellen markiert (Quadrant OR).
Jurkat-Zellen wiesen dagegen zu diesem Zeitpunkt einen Anteil von 23,8 % Annexin-V- und
46,1 % Pl-positiver Zellen auf (Quadrant OL und Quadrant OR).
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseinduktion in untransduzierten H9-
Zellen nach Stimulierung mit agonistischem Anti-CD95-Antikorper

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 pug/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikorper (IgG3) iber einen Zeitraum von 0 h-
24 h inkubiert. Die Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen
Inkubationszeiten wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieRend im
Durchflusszytometer untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen die
Propidiumiodid (PI)-Fluoreszenzintensitat aufgetragen gegen die Annexin-V-FITC-Fluoreszenzintensitat (loga-
rithmischer MaRstab). Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links®), UR (,unten rechts®), OL
(,oben links") und OR (,oben rechts”) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozentangaben
beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur. Die Prozentangaben in den Abbildungen
wurden zur Verdeutlichung einzelner, im Text erlauterter Verteilungen Annexin-V- und Pl-positiver Zellfraktionen
aufgefiihrt.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseinduktion in untransduzierten Jurkat-
Zellen nach Stimulierung mit agonistischem Anti-CD95-Antikorper

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 png/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikodrper (IgG3) liber einen Zeitraum von 0 h-24
h inkubiert. Die Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen Inkubationszeiten
wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieRend im Durchflusszytometer
untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen die Propidiumiodid (Pl)-
Fluoreszenzintensitat aufgetragen gegen die Annexin-V-FITC-Fluoreszenzintensitat (logarithmischer MaRstab).
Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links®), UR (,unten rechts), OL (,oben links“) und OR
(,oben rechts®) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozentangaben beziehen sich auf den
relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur. Die Prozentangaben in den Abbildungen wurden zur
Verdeutlichung einzelner, im Text erlauterter Verteilungen Annexin-V- und Pl-positiver Zellfraktionen aufgefiihrt.

J: Jurkat

Abbildung 20 zeigt eine grafische Darstellung des Apoptoseverlaufs in untransduzierten H9- und
Jurkat-Zellen und den Klonen der Mock-Kontrollen Gber einen Zeitraum von 0 h-24 h.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung des Apoptoseverlaufs in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen und
den jeweiligen Mock-Kontrollen nach Stimulierung mit agonistischem Anti-CD95-
Antikorper iiber einen Zeitraum von 0 h-24 h

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 pg/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikorper (IgG3) tiber einen Zeitraum von 0 h-24
h inkubiert. Nach diesen Inkubationszeiten wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit" gefarbt und
anschlieRend im Durchflusszytometer untersucht. Im oben gezeigten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen
(in %) gegen den Zeitpunkt der Zellernte (in h) aufgetragen.
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3.5.2.2 Beeinflussung der Apoptosesensitivitdt durch rekombinante Expression des
c-FLIP_-Proteins

Um den Einfluss des Expressionsgrads des rekombinanten c-FLIP -Proteins auf die Apoptose-
sensitivitat der transduzierten H9- und Jurkat-Zellen zu untersuchen, wurden die in Tabelle 6
dargestellten Klone unter gleichen Bedingungen mit agonistischem Anti-CD95-Antikérper (IgG3-
Subklasse) behandelt und nach den entsprechenden Zeitintervallen geerntet. Als Negativ-
kontrollen dienten Zellen, denen 1 ug/ml Protein-G-Lésung zugesetzt wurde.

In allen untersuchten Klonen beider T-Zelllinien konnte eine deutlich reduzierte Sensitivitat der
Klone gegenlber der Apoptoseauslésung im Vergleich zu untransduzierten Zellen und der
jeweiligen Mock-Kontrolle beobachtet werden. Abbildung 21 zeigt je eine reprasentative Messung
des Ablaufs der Apoptose in den Klonen H9xc-FLIP. 2C9 und Jurkatxc-FLIP. 1G2, die eine sehr
starke Expression des c-FLIP -Proteins aufweisen. Fir die Auswertung wurde die gleiche
Quadranteneinteilung vorgenommen wie bei den entsprechenden untransduzierten Zellen bzw.
den Mock-Kontrollen.

Im Vergleich zu den untransduzierten Zellen (s. Abbildung 18 und Abbildung 19) wiesen Klone
mit einer starken Expression des c-FLIP -Proteins eine deutlich verringerte Apoptosesensitivitat
auf. Nach einem Inkubationszeitraum von 24 h in Gegenwart des Apoptose-induzierenden Anti-
korpers zeigten 6,5 % der Zellen des Klons H9xc-FLIP. 2C9 eine Anfarbung mit Annexin-V
(Quadrant OL), der Anteil Annexin-V- und Pl-positiver Zellen betrug 10,5 % (Quadrant OR). Der
Gesamtanteil apoptotischer Zellen in der Kultur machte durchschnittlich 17,4 % aus.

Der Klon Jurkatxc-FLIP_. 1G2 wies im Durchschnitt einen Anteil apoptotischer Zellen von 12,4 %
auf. Der Teil Annexin-V-positiver Zellen betrug 4,6 % (Quadrant OL). Die Fraktion der Annexin-V-
und Pl-positiven Zellen machte 7,5 % (Quadrant OR) aus.

Abbildung 22 zeigt den zeitlichen Verlauf der Apoptose lber einen Zeitraum von 24 h in allen un-
tersuchten Klonen der Zelllinien H9 und Jurkat im Vergleich zu den jeweiligen untransduzierten
Zellen.

Aus diesen Ergebnissen ging somit klar hervor, dass Klone, die eine starke Uberexpression des
c-FLIP_-Proteins aufweisen (s. Abbildung 15 und Abbildung 16), eine deutlich verringerte Apop-
tosesensitivitat besitzen. Diese reduzierte Sensitivitat resultiert in einem eindeutig verlangsamten
Apoptoseverlauf im Vergleich zu den entsprechenden untransduzierten Zellen und den Mock-
Kontrollen. Auch nach 24-stiindiger Inkubation mit dem Antikérper war der Gesamtanteil
apoptotischer Zellen deutlich niedriger als in untransduzierten Zellen und den entsprechenden
Klonen der Mock-Kontrolle.
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Abbildung 21: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptose in den Transduktanden H9xc-FLIP,
2C9 und Jurkatxc-FLIP 1G2 nach Stimulierung mit agonistischem Anti-CD95-Antikorper

A: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in dem Klon H9xc-FLIP_ 2C9

B: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in dem Klon Jurkatxc-FLIP_ 1G2

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 png/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikdrper (IgG3) uber einen Zeitraum von 0 h-24
h inkubiert. Die Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen Inkubationszeiten
wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieRend im Durchflusszytometer
untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen die Propidiumiodid (PI)-
Fluoreszenzintensitat aufgetragen gegen die Annexin-V-FITC-Fluoreszenzintensitat (logarithmischer Malstab).
Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links®), UR (,unten rechts®), OL (,oben links*) und OR
(,oben rechts®) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozentangaben beziehen sich auf den
relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur. Die Prozentangaben in den Abbildungen wurden zur
Verdeutlichung einzelner, im Text erlauterter Verteilungen Annexin-V- und Pl-positiver Zellfraktionen aufgefiihrt.
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Abbildung 22:  Grafische Darstellung der Apoptosesensitivitit von H9- und Jurkat-Zellen mit
unterschiedlichen Expressionsstirken des rekombinant exprimierten c-FLIP_-Proteins im
Vergleich zu untransduzierten Zellen und dem Klon der Mock-Kontrolle nach
Stimulierung mit Anti-CD95-Antikorper

A: Apoptosesensitivitat der ausgewahlten H9-Klone im Vergleich zu untransduzierten Zellen

B: Apoptosesensitivitat der ausgewahlten Jurkat-Klone im Vergleich zu untransduzierten Zellen

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 png/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikorper (IgG3) liber einen Zeitraum von 0 h-24
h inkubiert. Die Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen Inkubationszeiten
wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieRend im Durchflusszytometer
analysiert. Im oben gezeigten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen (in %) gegen den Zeitpunkt der
Zellernte (in h) aufgetragen.
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Apoptoseresistenz der einzelnen Klone mit deren
Expressionsstarke des c-FLIP_-Proteins (vgl. Abbildung 16) korreliert (Abbildung 23). Klone mit
starker Expression des rekombinanten c-FLIP_-Proteins (Jurkatxc-FLIP. 1G2 und Jurkatxc-FLIP_
1B1 bzw. H9xc-FLIP. 2C9 und H9xc-FLIP. 3D6) wiesen dementsprechend eine deutliche
Resistenz gegentber dem Apoptosestimulus auf. Klone mit mittlerer Expressionsstarke (Jurkatx
c-FLIP. 3C2 bzw. H9xc-FLIP_ 5C5) und Klone mit schwacher Expression des c-FLIP -Proteins
(Jurkatxc-FLIP. 2C9 bzw. H9xc-FLIP. 5F7) waren demgemall weniger Apoptose-resistent.
Insgesamt war in den ausgewahlten Jurkat-Klonen eine gréRere Apoptosesensitivitat im
Vergleich zu allen untersuchten H9-Klonen festzustellen. Die Korrelationskoeffizienten (R), die
das Ausmald der linearen Abhangigkeit der spezifischen Apoptoserate von der Expressionsstarke
des rekombinanten c-FLIP_-Proteins quantifizieren, wurden nach der unter 2.2.5 angegebenen
Formel berechnet und liegen bei R=0,997 (H9-Klone) und R=0,993 (Jurkat-Klone).

100
90
80
70
60 -
50 -
40 1
30
20
10 1

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

H9 UT bzw.
~®-®-- | oxc-FLIP -Klone
Jurkat UT bzw.
Jurkatxc-FLIP, -Klone

Anteil apoptotischer Zellen [%]

relative Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins [%)]

Abbildung 23: Korrelation der Apoptosesensitivitit mit der Stirke der Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins in H9- und Jurkat-Zellen

Je 1x10° Zellen wurden mit 1 ug/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikdrper (IgG3) uber einen Zeitraum von 24 h
inkubiert. Nach diesen Inkubationszeiten wurde die Apoptosesensitivitat der Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS
Staining Kit’ durchflusszytometrisch quantifiziert (vgl. Abbildung 22 ). Die Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins
wurde mittels Chemilumineszenzintensitdtsmessung mit dem Lumilmager bestimmt (s. 3.4.3.3). Im oben gezeig-
ten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen (in %) gegen den relativen Uberexpressionsgrad des c-FLIP,-
Proteins (in %) in den 4 ausgewahlten transduzierten H9- bzw. Jurkat-Klonen und den jeweiligen untransduzierten
Zellen (Expressionsstarke des c-FLIP, -Proteins in untransduzierten Zellen = 100 %, s. Abbildung 16) aufgetragen.
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3.5.3 Untersuchung der Spaltung von Caspase-8

3.5.3.1 Spaltung von Caspase-8 in untransduzierten Zellen und den Mock-Kontrollen

In folgenden Experimenten wurde der Einfluss der rekombinanten Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins auf die Spaltung von Caspase-8 untersucht. Je 1x10° Zellen wurden mit 1 pg/ml kreuz-
vernetztem Anti-CD95-Antikérper (IgG3) Uber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert. Als Negativ-
kontrolle dienten Zellen, die mit 1 ug/ml der zur Kreuzvernetzung verwendeten Protein-G-Lésung
versetzt wurden. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und nach 24 h. Die
Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und dann sofort mit Lysepuffer behandelt.
Jeweils 20 ug der Proteinextrakte wurden anschlie®end unter reduzierenden Bedingungen gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels ,Western Blot’ analysiert. Der Nachweis von Caspase-8
erfolgte mit dem Antikdrper Anti-Caspase-8. In Zellen, die in Gegenwart von Protein-G-Lésung
inkubiert wurden, war keine Spaltung von Caspase-8 nachweisbar (,Western Blots’ nicht darge-
stellt). Abbildung 24 zeigt charakteristische ,Western Blot’-Ergebnisse der Versuche.

In unbehandelten (0 h) untransduzierten H9-Zellen und dem Klon der Mock-Vektorkontrolle
konnten die beiden ungespaltenen Caspase-8-Isoproteine (Caspase-8a und Caspase-8b,
s. 1.2.3.2) mit einem Molekulargewicht von 55,4 kD (Caspase-8a) bzw. 53,7 kD (Caspase-8b)
nachgewiesen werden. Aufgrund der Starke des Signals ist nur eine Bande zu erkennen. Bereits
1 h nach Zugabe des agonistischen Anti-CD95-Antikorpers waren die beiden ungespaltenen
Caspase-8-Isoformen nur noch schwach nachweisbar. Dagegen wurden die gleich grof3en akti-
ven Untereinheiten der beiden gespaltenen Caspase-8-Molekile mit einem Molekulargewicht von
18 kD (p18) und 10 kD (p10), sowie die wahrend des ersten Schritts der Caspase-8-Spaltung auf-
tretenden intermediaren Spaltprodukte mit einem Molekulargewicht von 43 kD (p43) und 41 kD
(p41) nachgewiesen. Untransduzierte H9-Zellen und der Klon der Mock-Kontrolle wiesen eine
hohe Abundanz der aktiven p10-Untereinheit nach 2- bis 4-stlindiger Inkubation mit dem
Antikorper auf.

In unbehandelten (0 h), untransduzierten Jurkat-Zellen und dem entsprechenden Klon der Mock-
Kontrolle konnten die beiden ungespaltenen Caspase-8-Isoproteine ebenfalls nachgewiesen
werden. Nach 1-stlindiger Inkubation mit agonistischem Anti-CD95-Antikbrper waren auch in
dieser Zelllinie die Banden der ungespaltenen Caspase-8-Proteine nur noch schwach zu
erkennen. Wie bei der T-Zelllinie H9 konnten auch bei Jurkat-Zellen die aktive p10-Untereinheit
des Enzyms und die intermedidren Spaltprodukte p43 und p41 nachgewiesen werden. Die
Untereinheit p18 war hier nur schwach nachweisbar.

Bei dem untersuchten mocktransduzierten Klon 1H10 ist deutlich zu erkennen, dass die Akku-
mulation der aktiven p10-Untereinheit nach einem Zeitraum von 6 h bis 8 h nach Beginn der
Inkubation der Zellen mit dem Apoptose-induzierenden Antikorper erfolgt.
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Abbildung 24:  Spaltung von Caspase-8 in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen und den ent-
sprechenden Klonen der Mock-Kontrollen mittels ,Western Blot’

A: Caspase-8-Spaltung in untransduzierten H9-Zellen (H9 UT) und dem Klon der Mock-Kontrolle (H9 Mock 4G5)
B: Caspase-8-Spaltung in untransduzierten Jurkat-Zellen (Jurkat UT) und dem Klon der Mock-Kontrolle (Jurkat
Mock 1H10)

Je 1x10° Zellen wurden fiir 0 h,1h,2h,4h,6h,8hund 24 h mit 1 pg/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikérper
(IgG3) inkubiert und nach der Ernte lysiert. Jeweils 20 ng des Proteinextrakts wurden unter reduzierenden
Bedingungen gelelektrophoretisch auf 4-12 % Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels
,Western Blot’ mit Anti-Caspase-8-Antikorper analysiert. Die ,Blots’ wurden Uber Nacht mit 1 pg/ml des primaren
Antikdrpers bei 4°C und anschlielend 30 min mit 40 mU/ml des Sekundarantikérpers Anti-Maus 1gG-POD
inkubiert. Fir den Proteinnachweis wurde das ,Enhanced Chemiluminescence Detection System (ECL)
verwendet.
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3.5.3.2 Beeinflussung der Spaltung von Caspase-8 durch rekombinante Expression
des c-FLIP -Proteins

In den ,Western Blot-Versuchen wurden nur Klone mit starker Uberexpression des rekombinan-
ten c-FLIP_-Proteins untersucht. Um klonale Effekte ausschlieRen zu kdnnen, wurden je Zelllinie
zwei Klone, in denen eine starke Expression des c-FLIP -Proteins nachgewiesen werden konnte
(H9xc-FLIP_. 2C9 und H9xc-FLIP,. 3D6 bzw. Jurkatxc-FLIP_. 1G2 und Jurkatxc-FLIP_ 1B1), ver-
wendet (s. 3.4.3.3). Alle Klone wurden unter gleichen Bedingungen mit agonistischem Anti-CD95-
Antikoérper (IgG3) versetzt und nach den gleichen Zeitintervallen geerntet wie die entsprechenden
untransduzierten Zellen und die Mock-Kontrollen. Als Negativkontrolle dienten Zellen, denen 1
ug/ml Protein-G-Lésung zugesetzt wurde. In den so behandelten Zellen war keine Spaltung von
Caspase-8 nachweisbar (,Western Blots’ nicht gezeigt). Abbildung 25 zeigt einen reprasentativen
,Western Blot’-Versuch.

In allen untersuchten Klonen, die rekombinantes c-FLIP -Protein Uberexprimieren, wird die
Spaltung von Caspase-8 blockiert. Demzufolge waren die ungespaltenen Caspase-8-Isoproteine
zu allen untersuchten Zeitpunkten in Form einer 53,7/55,4-kD-Bande nachweisbar. Die nach
autoproteolytischer Aktivierung der Caspasen auftretenden aktiven Untereinheiten konnten in
Form der p10-Untereinheit erst nach einer 8- bis 24-stiindigen Inkubation mit dem agonistischen
Antikdrper nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: Blockierung der Spaltung von Caspase-8 in transduzierten H9- und Jurkat-Zellen mit
starker Expression des c-FLIP -Proteins mittels ,Western Blot’

A: Caspase-8-Spaltung in den Transduktanden H9xc-FLIP_ 2C9 und H9xc-FLIP_ 3D6

B: Caspase-8-Spaltung in den Transduktanden Jurkatxc-FLIP. 1G2 und Jurkatxc-FLIP_ 1B1

Je 1x10° Zellen wurden fiir 0 h,1h,2h,4h,6h,8hund24 h mit 1 ug/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikérper
(IgG3-Subklasse) inkubiert und nach der Ernte lysiert. Jeweils 20 ng des Proteinextrakts wurden unter reduzie-
renden Bedingungen gelelektrophoretisch auf 4-12 % Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels
,Western Blot’ mit Anti-Caspase-8-Antikorper analysiert. Die ,Blots’ wurden uber Nacht mit 1 pg/ml des primaren
Antikorpers bei 4°C inkubiert und anschlieBend 30 min mit 40 mU/ml des Sekundarantikérpers Anti-Maus 1gG-
POD inkubiert. Fur den Proteinnachweis wurde das ,Enhanced Chemiluminescence Detection System (ECL)

verwendet.
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3.5.4 Charakterisierung der Apoptosesensitivitat von c-FLIP -transduzierten Zellen

mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die mittels ,Annexin-V-Test’ und der Untersuchung der Spaltung von Caspase-8 nachgewiesene
anti-apoptotische Wirkung des rekombinant exprimierten c-FLIP -Proteins sollte durch fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen verifiziert werden. Fir die Untersuchungen wurden die
mocktransduzierten Klone H9 Mock 4G5 bzw. Jurkat Mock 1H10 ausgewahlt, sowie je ein Klon
(H9xc-FLIP_ 2C9 bzw. Jurkatxc-FLIP_ 1G2), der eine starke Uberexpression des c-FLIP -Proteins
aufweist (vgl. 3.4.3.3).

Je 1x10° Zellen wurden 24 h mit 1 pg/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikérper (IgG3) inkubiert.
Die entsprechenden Negativkontrollen wurden mit 1 ug/ml der zur Kreuzvernetzung verwendeten
Protein-G-Losung behandelt. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet und die Kerne mit 4 pg/ml
Hoechst 33342-Farbstoff gefarbt. Fir die Anfarbung toter Zellen erfolgte eine anschlieRende
Gegenfarbung mit 2 pg/ml Propidiumiodid. Die Farbungen wurden im Fluoreszenzmikroskop
analysiert und reprasentative Zellen fotografiert.

Mit diesen Experimenten konnte die bereits festgestellte anti-apoptotische Wirkungsweise des
c-FLIP -Proteins verifiziert werden. In Mikroskopaufnahmen bei einer 25-fachen Vergrofierung
(Daten nicht gezeigt) war bei den Negativkontrollen bei allen Zellen lediglich eine Anfarbung der
Kerne mit H33342 zu beobachten. Der Anteil toter, Pl-positiver Zellen lag bei allen Negativ-
kontrollen unter 1 %. Dahingegen konnte in den Mock-Kontrollen eine sehr starke Anfarbung mit
Pl (> 95% Pl-positive-Zellen) festgestellt werden. Die Anfarbbarkeit der Zellen mit PI beruht auf
der Permeabilitat der Zellmembran toter Zellen, wodurch ein Eindringen des Farbstoffs moglich
ist. Im Gegensatz dazu konnte man bei den Klonen H9xc-FLIP_ 2C9 und Jurkatxc-FLIP, 1G2 bei
den meisten Zellen lediglich die Fluoreszenz des Kern-Farbstoffs H33342 nachweisen. Der Anteil
toter, Pl-positiver Zellen lag im Durchschnitt bei 10-15 %. In den entsprechenden Negativ-
kontrollen lag der Anteil Pl-positiver Zellen unter 1 %. Die Bildaufnahmen bei 100-facher Ver-
groRerung (Abbildung 26) zeigen einige der charakteristischen morphologischen Veranderungen
apoptotischer Zellen (vgl. 1.1.1). In den Mock-Kontrollen (Abbildung 26 A und B) konnte mit dem
Kern-Farbstoff H33342 (blaue Fluoreszenz) die Ausbildung der sogenannten ,apoptotischen
Kérperchen“ (apoptotic bodies) nachgewiesen werden, die durch Fragmentierung und Konden-
sierung des Chromatins entstehen. Ebenso waren blasige Veranderungen der Plasmamembran
bei gleichzeitiger Anfarbung mit PI (rote Fluoreszenz) zu beobachten. Im Gegensatz dazu konnte
in dem Klon H9xc-FLIP, 2C9 neben nicht-apoptotischen Zellen lediglich eine beginnende
Kondensation der Zellkerne beobachtet werden (Abbildung 26 C). Zellen des Klons Jurkatx
c-FLIP. 1G2 (Abbildung 26 D) wiesen ebenso lediglich eine beginnende Kernkondensation bei
schwacher Anfarbbarkeit mit PI auf.

Als Negativkontrollen dienten Zellen, die mit 1 pg/ml Protein-G-Lésung behandelt wurden (Auf-
nahmen nicht gezeigt).
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H9 Mock 4G5 Jurkat Mock 1H10

H9xc-FLIP_2C9 Jurkatxc-FLIP, 1G2

Abbildung 26: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Unterschieden in der Zellmorphologie apop-
totischer Zellen in den Mock-Kontrollen im Vergleich zu Klonen mit starkem Ex-
pressionsgrad des rekombinanten c-FLIP -Proteins

A: Nachweis apoptotischer Zellen in der Mock-Kontrolle H9 Mock 4G5

B: Nachweis apoptotischer Zellen in der Mock-Kontrolle Jurkat Mock 1H10

C: Mikroskopaufnahme des Klons H9xc-FLIP,_ 2C9

D: Mikroskopaufnahme des Klons Jurkatxc-FLIP_ 1G2

Je 1x10° Zellen wurden 24 h mit 1 pg/ml kreuzvernetztem Anti-CD95-Antikorper (IgG3) inkubiert und an-
schlieBend mit 4 ug/ml Hoechst 33342-Farbstoff und 2 ng/ml PI gefarbt. Die Zellen wurden in ,Mounting-Medium’
aufgenommen und ein Aliquot (5x105 Zellen) auf einem Objekttrager mit Deckglasern fixiert. Alle Aufnahmen
erfolgten bei einer 100-fachen Vergréerung im Fluoreszenzmikroskop.

blaue Fluoreszenz: Anfarbung mit H33342; rote Fluoreszenz: Anfarbung mit Pl; weiBe Pfeile: apoptotische
Korperchen (apoptotic bodies); gelbe Pfeile: Anschwellen der Plasmamembran und Anfarbung mit PI; griine
Pfeile: beginnende Kernkondensation; *: lebende, nicht-apoptotische Zellen.
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3.5.5 Rekombinanter CD95-Ligand als Apoptosestimulus

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Auslésung der Apoptose durch Bindung des
CD95L-Proteins an CD95-Rezeptoren. Zellen exprimieren das CD95L-Protein entweder in mem-
brangebundener Form (mCD95L) oder sezernieren das Protein von der Zelloberflache (soluble
CD95L=sCD95L) (vgl. 1.1.3). Das CD95L-Protein bildet Trimere und induziert so die Kreuz-
vernetzung der CD95-Rezeptormonomere. Um nun die Apoptosesensitivitat der transduzierten T-
Zellklone unter natirlichen Bedingungen zu untersuchen, wurde I8sliches, rekombinantes
CD95L-Protein (im Folgenden mit rCD95L bezeichnet) verwendet. Rekombinante CD95L-
Proteine enthalten einen anfusionierten ,FLAG-tag“ (s. 2.2.4.1.2). Aufgrund dessen konnte durch
Zugabe von ,Anti-FLAG Antikorper’ eine Multimerisierung und damit eine Apoptose-auslosende
Wirkung des CD95L-Proteins erzielt werden.

3.5.5.1 Untersuchung der Apoptosesensitivitit in untransduzierten Zellen und den
Mock-Kontrollen

Fur die Apoptoseinduktion wurden je 1x10° Zellen der ausgewahlten H9- und Jurkat-Transduk-
tanden sowie untransduzierte H9- und Jurkat-Zellen mit 5 ng/ml-100 ng/ml rCD95L-Protein
versetzt und Uber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert.

Die Abhangigkeit der Apoptoserate von der eingesetzten Konzentration an rCD95L-Protein nach
einem Zeitraum von 24 h ist in Abbildung 27 dargestellt. Die Abbildung zeigt den Anteil apopto-
tischer Zellen in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen sowie den entsprechenden Mock-
Kontrollen nach einer 24-stiindigen Inkubation in Gegenwart von 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und
100 ng/ml rCD95L-Protein. Es zeigte sich, dass H9-Klone eine deutlich verminderte Apoptose-
sensitivitdat im Vergleich zu den untersuchten Jurkat-Zellen aufweisen. Bei einer Konzentration
von 5 ng/ml des CD95L-Proteins war in untransduzierten H9-Zellen ein Anteil von 14 %
apoptotischer Zellen nachweisbar, wahrend in untransduzierten Jurkat-Zellen bei dieser Konzen-
tration die Gesamtfraktion apoptotischer Zellen 82 % ausmachte. Diese Unterschiede waren auch
bei einer Konzentration von 10 ng/ml des CD95L-Proteins sehr offensichtlich. Bei einer héheren
Dosierung waren ebenfalls deutliche Abweichungen in der Apoptosesensitivitit der beiden
Zelllinien festzustellen (vgl. Abbildung 28). Die Prozentanteile apoptotischer Zellen in den
entsprechenden mocktransduzierten Zellen waren vergleichbar mit denen der untransduzierten
Zellen.
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Abbildung 27: Abhéngigkeit der Apoptoserate in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen und den
jeweiligen Mock-Kontrollen von der eingesetzten Konzentration an rekombinantem CD95L-
Protein

Je 1x10° untransduzierte H9- und Jurkat-Zellen (H9 UT bzw. Jurkat UT) und die entsprechenden Mock-Kontroll-
Klone wurden 24 h in Gegenwart von 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml rekombinantem, I8slichen
rCD95L-Protein inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und
im Durchflusszytometer analysiert. Im oben gezeigten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen (in %) gegen
die eingesetzte Konzentration an rCD95L-Protein (in ng/ml) aufgetragen.
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Um den Apoptoseverlauf zu verfolgen, wurden die Zellen nach Zugabe des rCD95L-Proteins in
einer Konzentration von 5 ng/ml-100 ng/ml nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h geerntet und die
Anzahl apoptotischer Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' bestimmt. Als Negativ-
kontrolle dienten Zellen, die in Gegenwart von 1 ug/ml Anti-FLAG-Antikdrper inkubiert wurden.
Fir die Auswertung wurden die Diagramme wie unter 3.5.2.1 erlautert in die vier Quadranten UL,
UR, OL und OR unterteilt. Der Prozentanteil apoptotischer Zellen wurde nach der unter 2.2.5
angegebenen Formel berechnet. Abbildung 28 und zeigt je eine reprasentative Messung in
untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen, die mit 100 ng/ml rCD95L-Protein Uber einen Zeitraum
von 24 h inkubiert wurden. Der Apoptoseverlauf der Mock-Kontrollklone entsprach dem der un-
transduzierten Zellen und ist daher hier nicht gesondert angeftihrt.

Die Apoptoseinduktion mit rCD95L-Protein zeigte in beiden untersuchten Zelllinien deutliche
Unterschiede im Vergleich zu der Apoptoseauslosung mit agonistischem Antikérper (vgl.
Abbildung 18 und Abbildung 19). Nach einer 4-stiindigen Inkubationszeit mit 100 ng/ml rCD95L-
Protein wiesen 84,6 % der Jurkat-Zellen eine Anfarbung mit Annexin-V und Pl (Quadrant OR)
auf. Die Fraktion der Annexin-V-positiven Zellen machte 4 % aus (Quadrant OL). In der
T-Zelllinie H9 hingegen zeigten nur 8,8 % der Zellen eine Anfarbung mit Annexin-V und PI
(Quadrant OL). Nach 4 h betrug der Anteil Annexin-V-positiver Zellen durchschnittlich 45,8 %
(Quadrant OL). Diese beobachteten Unterschiede wurden nach einem Inkubationszeitraum von 8
h und 24 h noch offensichtlicher. Nach 24 h enthielten Kulturen der Zelllinie Jurkat 85,5 %
(Quadrant OR) Annexin-V- und Pl-positive Zellen. Mit Pl wurden 4,7 % der Zellen markiert
(Quadrant UR). Zu diesem Zeitpunkt konnte nur noch ein Anteil von 0,5 % Annexin-V-positiver
Zellen (Quadrant OL) nachgewiesen werden. In der Zelllinie H9 dagegen wurden nach 24 h noch
17,9 % der Zellen mit Annexin-V angefarbt (Quadrant OL). 55,2 % der Zellen zeigten eine
Markierung mit Annexin-V und Pl (Quadrant OR).
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Abbildung 28: Vergleich der Apoptosesensitivitidt untransduzierter H9- und Jurkat-Zellen nach 24-stiin-
diger Stimulierung mit 100 ng/ml rCD95L-Protein mittels Annexin-V-Farbung und Analyse

im Durchflusszytometer

A: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in untransduzierten H9-Zellen

B: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in untransduzierten Jurkat-Zellen
Je 1x10° Zellen wurden mit 100 ng/ml rCD95L-Protein Uber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert. Die Proben-
gewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. AnschlielRend wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-
FLUOS Staining Kit' gefarbt und im Durchflusszytometer untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert.
Die Diagramme zeigen die Propidiumiodid (PI)-Fluoreszenzintensitat aufgetragen gegen die Annexin-V-FITC-
Fluoreszenzintensitét (logarithmischer Mafstab). Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten
links“), UR (,unten rechts“), OL (,oben links*) und OR (,oben rechts®) unterteilt. Die unter den Abbildungen
aufgefiihrten Prozentangaben beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur. Die
Prozentangaben in den Abbildungen wurden zur Verdeutlichung einzelner, im Text erlauterter Verteilungen

Annexin-V- und Pl-positiver Zellfraktionen aufgefihrt.
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Der zeitliche Ablauf der Apoptose in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen (H9 UT und Jurkat
UT) sowie den entsprechenden Mock-Kontrollen ist in Abbildung 29 grafisch dargestellt.
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Abbildung 29: Grafische Darstellung des Apoptoseverlaufs in untransduzierten H9- und Jurkat-Zellen und
den jeweiligen Mock-Kontrollen nach Stimulierung mit rCD95L-Protein liber einen Zeitraum
von 0 h-24 h

Je 1x10° Zellen wurden mit 100 ng/ml rCD95L-Protein iber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert. Nach diesen
Inkubationszeiten wurden die Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieBend im
Durchflusszytometer untersucht. Im oben gezeigten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen (in %) gegen
den Zeitpunkt der Zellernte (in h) aufgetragen.

Die Ergebnisse der Untersuchung des Apoptoseverlaufs und der Apoptosesensitivitat der T-Zell-
linien H9 und Jurkat mit rCD95L-Protein stehen somit im Kontrast zu den Versuchsergebnissen,
bei denen ein agonistischer Anti-CD95-Antikdrper als Apoptosestimulus eingesetzt wurde
(s. 3.5.2). Daher wurde vermutet, dass die Verwendung eines agonistischen Antikérpers fir die
Apoptoseinduktion nicht die physiologische Situation widerspiegelt.
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3.5.5.2 Beeinflussung der Apoptosesensitivitit durch rekombinante Expression des
c-FLIP_-Proteins

Fir die Bestimmung der Apoptosesensitivitat in Klonen, die sich bezliglich ihrer Expressions-
starke des c-FLIP -Proteins unterscheiden, wurden die Zellen mit 5 ng/ml-100 ng/ml rCD95L-
Protein inkubiert. Die Zellernte erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Als Negativkontrolle
dienten Zellen, denen 1 ug/ml Anti-FLAG Antikdrper zugesetzt wurde.

Fir die Auswertung wurde die gleiche Quadranteneinteilung vorgenommen, wie bei den ent-
sprechenden untransduzierten Zellen bzw. den Mock-Kontrollen.

Es zeigte sich, dass auch bei Verwendung von rCD95L-Protein alle untersuchten Klone der
T-Zelllinien H9 und Jurkat eine deutlich geringere Apoptoseinduktionsrate aufwiesen im Vergleich
zu untransduzierten Zellen und den Mock-Kontrollen. In Abbildung 30 ist je eine reprasentative
Messung des Verlaufs der Apoptose nach Zugabe von 100 ng/ml rCD95L in dem Klon H9xc-
FLIP. 2C9, der eine 11-fache Uberexpression des c-FLIP,-Proteins zeigt, und dem Klon Jurkatxc-
FLIP. 1G2, der eine 9-fache Uberexpression des c-FLIP -Proteins aufweist (vgl. Tabelle 6),
dargestellt.

Im Vergleich zu den untransduzierten Zellen (s. Abbildung 28) zeigten die Klone mit einer starken
Expression des c-FLIP -Proteins eine deutlich verringerte Apoptosesensitivitat. Nach einer 24-
stlindigen Inkubationszeit betrug der Gesamtanteil apoptotischer Zellen in dem Klon H9xc-FLIP_
2C9 durchschnittlich 16,9 %. Mit Annexin-V (Quadrant OL) farbten sich 3,7 % der Zellen an. Die
Fraktion der Annexin-V- und Pl-positiven Zellen betrug 10 % (Quadrant OR). In dem Klon
Jurkatxc-FLIP_ 1G2 lag der Anteil apoptotischer Zellen zu diesem Zeitpunkt im Durchschnitt bei
57,6 %. Der Teil der Zellen, der eine Anfarbung mit Annexin-V aufwies betrug 12,8 % (Quadrant
OL). Die Fraktion der Annexin-V- und Pl-positiven Zellen machte 41,7 % (Quadrant OR) aus.

Die Ergebnisse mit rCD95L als Apoptosestimulans bestatigen somit, dass die Klone der H9- und
Jurkat-Zellen, die das c-FLIP -Protein exprimieren, eine stark verringerte Apoptosesensitivitat
aufweisen, die in einem verlangsamten Apoptoseverlauf im Vergleich zu den entsprechenden
untransduzierten Zellen und dem Mock-Kontrollen resultiert. Auch nach 24-stiindiger Inkubation
mit rCD95L-Protein lag der Gesamtanteil apoptotischer Zellen deutlich unter dem der
untransduzierten Zellen und den Mock-Kontrollen.

In Abbildung 31 wurde der zeitliche Verlauf der Apoptose in den untersuchten Klonen Uber einen
Zeitraum von 24 h dargestellt.
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptose in den Transduktanden H9xc-FLIP_

2C9 und Jurkatxc-FLIP. 1G2 nach Stimulierung mit rCD95L-Protein mittels Annexin-V-
Farbung

A: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in dem Klon H9xc-FLIP_ 2C9

B: Durchflusszytometrische Auswertung des Apoptoseverlaufs in dem Klon Jurkatxc-FLIP_ 1G2

Je 1x10° Zellen wurden mit 100 ng/ml rCD95L-Protein Uber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert. Die
Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen Inkubationszeiten wurden die
Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt und anschlieRend im Durchflusszytometer untersucht. Je
Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen die Propidiumiodid (Pl)-Fluoreszenzintensitat
aufgetragen gegen die Annexin-FITC-Fluoreszenzintensitat (logarithmischer MaR3stab). Jedes Diagramm wurde in
die vier Quadranten UL (,unten links®), UR (,unten rechts”), OL (,oben links®) und OR (,0ben rechts) unterteilt.
Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozentangaben beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer
Zellen in der Kultur. Die Prozentangaben in den Abbildungen wurden zur Verdeutlichung einzelner, im Text
erlauterter Verteilungen Annexin-V- und Pl-positiver Zellfraktionen aufgefihrt.
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H9-Zellen (Typ-l)
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Abbildung 31:  Grafische Darstellung der Apoptosesensitivitit von H9- und Jurkat-Zellen mit unter-
schiedlichen Expressionsstiarken des rekombinant exprimierten c-FLIP -Proteins im
Vergleich zu untransduzierten Zellen und dem Klon der Mock-Kontrolle nach
Stimulierung mit rCD95L-Protein

A: Apoptoseverlauf und -sensitivitat in H9-Zellen

B: Apoptoseverlauf und -sensitivitat in Jurkat-Zellen

Je 1x10° Zellen wurden mit 100 ng/ml 16slichem rCD95L-Protein Uber einen Zeitraum von 0 h-24 h inkubiert. Die
Probengewinnung erfolgte nach 0 h, 2 h, 4 h, 8 h und nach 24 h. Nach diesen Inkubationszeiten wurden die
Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit’ gefarbt und anschliefend im Durchflusszytometer untersucht. Je
Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Im oben gezeigten Diagramm ist der Anteil apoptotischer Zellen (in %)
gegen den Zeitpunkt der Zellernte (in h) aufgetragen.



3 Ergebnisse 88

Wie bereits mit der Verwendung des agonistischen Antikdrpers gezeigt, korreliert auch bei der
Stimulierung der Apoptose mit rCD95L-Protein die beobachtete Apoptosesensitivitat der Klone
mit deren relativen Expressionsstarke des c-FLIP_-Proteins (s. Abbildung 32). Hierbei zeigten die
ausgewahlten Klone der Zelllinie H9, die insgesamt einen starkeren relativen Expressionsgrad
des rekombinanten c-FLIP -Proteins aufweisen (Faktor 5,3 bis 11,3; s. Tabelle 6) dement-
sprechend eine starkere Apoptoseresistenz im Vergleich zu den untersuchten Jurkat-Klonen,
deren relative c-FLIP -Expressionsstarke bei einem Faktor von 1,6 bis 9,8 liegt. Die Korrelations-
koeffizienten (R), die das Ausmal} der linearen Abhangigkeit der spezifischen Apoptoserate von
der Expressionsstarke des rekombinanten c-FLIP -Proteins quantifizieren, wurden nach der unter
2.2.5 angegebenen Formel berechnet und liegen bei R=0,925 (H9-Klone) und R=0,743 (Jurkat-

Klone).
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Abbildung 32: Korrelation der Apoptosesensitivitit mit der Stirke der Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins in H9- und Jurkat-Zellen

Je 1x10° Zellen wurden mit 100 ng/ml rCD95L-Protein Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert. Nach diesen
Inkubationszeiten wurde die Apoptosesensitivitat der Zellen mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' durchfluss-
zytometrisch quantifiziert (vgl. Abbildung 31). Die Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins wurde mittels Chemi-
lumineszenzintensitatsmessung mit dem Lumilmager quantifiziert (s. 3.4.3.3). Im oben gezeigten Diagramm ist
der Anteil apoptotischer Zellen (in %) gegen den relativen Uberexpressionsgrad des c-FLIP -Proteins (in %) in
den 4 ausgewahlten transduzierten H9- bzw. Jurkat-Klonen und den jeweiligen untransduzierten Zellen (Ex-
pressionsstérke des c-FLIP -Proteins in untransduzierten Zellen = 100 %, s. Abbildung 16) aufgetragen.
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3.6 Relevanz der Expression von CD95-Ligand in Kolonkarzinomzelllinien

3.6.1 Untersuchung der CD95L-mRNS-Expression in Kolonkarzinomzelllinien

Verschiedene Kolonkarzinomzelllinien wurden hinsichtlich der Expression von CD95L-mRNS
untersucht. Aus je 1x10° Zellen aller Zelllinien wurde Gesamt-RNS extrahiert und je 1 ug in eine
,Reverse Transkription’ eingesetzt. Als Kontrolle fiir die Abwesenheit von DNS-Verunreinigungen
in den RNS-Praparationen wurde je ein Ansatz ohne Zugabe der ,Reversen Transkriptase’
mitgefihrt. Zusatzlich wurden alle verwendeten Primerpaare so ausgewahlt, dass sie eine Exon-
Intron-Grenze Uberspannen. Somit konnte sichergestellt werden, dass die erhaltenen PCR-Pro-
dukte der erwarteten GroRe Amplifikate der hergestellten cDNS darstellen und nicht von der
Amplifikation genomischer DNS-Verunreinigungen herriihren. Fir die anschlieRende PCR-Reak-
tion wurden die CD95L-spezifischen Oligonukleotide CD95L f und CD95L r (s. 2.1.7) verwendet,
die ein 344-bp-Amplifikat erzeugen. Die PCR erfolgte in 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei
94°C (1 min), einem Anlagerungsschritt bei 50°C (1 min) und einer Elongationsphase bei 72°C
(1 min). Die Abschluss-Extension erfolgte bei 72°C (7 min). Neben der mRNS-Expression des
CD95L-Gens wurde auch die Expression des TRAIL-Transkripts (s. 1.1.3) mit den Primerpaaren
TRAIL f und TRAIL r untersucht. Die TRAIL-PCR wurde unter sonst gleichen Bedingungen bei
einer Anlagerungstemperatur von 60°C durchgefiihrt. Resultierende Amplifikate hatten eine
GroRe von 717 bp. Des Weiteren wurde die Expression des CD95-Rezeptorgens (Primerpaare
CD95 f und CD95 r) analysiert. Die Amplifikation erfolgte bei einer Anlagerungstemperatur von
65°C und erzeugte Amplifikate mit einer GréRe von 682 bp. Fir die Positivkontrolle wurde die
cDNS aller Zelllinien in eine PCR mit den Oligonukleotiden R-Aktin f und R-Aktin r bei einer
Anlagerungstemperatur von 50°C amplifiziert. Die resultierenden PCR-Produkte wiesen eine
Grolie von 237 bp auf. Als Negativkontrolle diente ein PCR-Ansatz ohne Zugabe von cDNS. Als
Positivkontrolle fiir die Untersuchung der CD95L-mRNS-Expression wurden je 1x10° Zellen der T-
Zelllinien H9 und Jurkat far 3 Tage mit 10 ug/ml Concanavalin A und anschlieRender 4-stiindiger
Inkubation mit 10 ng/ml PMA und 1 uM lonomycin behandelt. Diese Stimulanzien induzieren eine
Aktivierung der Zellen (Weiss et al., 1986), die im Zuge dessen die Expression des CD95L-
Proteins induzieren.

Die Ergebnisse der ,RT-PCR’-Versuche sind in Abbildung 33 dargestellt. CD95L-Transkripte
konnten in den Kolonkarzinomzelllinien SW480, SW620, HCT15, HT29 und Colo205 nach-
gewiesen werden. SW480-, SW620- und Colo205-Zellen ergaben eine starkes Signal bei der
Amplifikation der CD95L-cDNS, wahrend in HCT15- und HT29-Zellen geringere mRNS-Spiegel
nachgewiesen wurden. In KM12-Zellen wurde ein sehr schwaches CD95L-spezifisches Amplifikat
nachgewiesen. HCT116-Zellen wiesen dagegen keine CD95L-mRNS auf. In aktivierten H9- und
Jurkat-Zellen (Positivkontrolle) war im Vergleich zu unstimulierten Zellen ein sehr starkes Signal
bei der Amplifikation mit den CD95L-spezifischen Primern festzustellen (Abbildung 33 A). In allen
untersuchten Zelllinien war das TRAIL-Transkript und das CD95-Transkript nachweisbar
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(Abbildung 33 B und C). Mit den R-Aktin-Primern (Positivkontrolle) konnte die cDNS von allen
Zelllinien amplifiziert werden (Abbildung 33 D).
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Abbildung 33: Nachweis des CD95L-, TRAIL- und CD95-Transkripts in verschiedenen Kolonkarzinomzell-
linien mittels ,RT-PCR’

Expressionsmuster des CD95L-Transkripts (344 bp)

Expressionsmuster des TRAIL-Transkripts (717 bp)

Expressionsmuster des CD95-Transkripts (682 bp)

: Expressionsmuster des B-Aktin-Transkripts (237 bp)

Jeweils 1 ng Gesamt-RNS wurde in eine ,RT-PCR’ mit den Primerpaaren CD95L f/CD95L r, TRAIL f/TRAIL r,
CD95 f/CD95 r und B-Aktin f/B-Aktin r eingesetzt. Die PCR-Ansétze (Gesamtvolumen je 50 ul) wurden auf einem
1,5 %-igen (fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der CD95- und TRAIL-cDNS-Amplifikate) bzw. 2 %-igen (fir
die Auftrennung der CD95L- und R-Aktin-cDNS-Amplifikate) Agarosegel analysiert.

unstim.: unstimuliert; stim.: Positivkontrolle fir CD95L-Expression. Die Stimulierung der Zellen erfolgte durch
eine 3-tdgige Zugabe von 10 pug/ml Concanavalin A und anschlieRender 4-stiindiger Inkubation mit 10 ng/ml PMA
und 1 uM lonomycin; - cDNS: Negativkontrolle (PCR-Ansatz ohne Zugabe von cDNS); * : markiert die PCR-
Resultate der ,Reversen Transkriptions’-Ansatze, denen keine ,Reverse Transkriptase’ zugefiigt wurde (Kontrolle
fur genomische DNS-Verunreinigungen der RNS-Praparationen).

Die bei der Auftrennung des ,Reversen Transkriptions’-Ansatzes mit der cDNS der Zelllinie HCT115 ohne Zusatz
von ,Reverser Transkriptase’ auftretende schwache Bande resultiert vermutlich aus einer schwachen Verun-
reinigung der RNS-Praparation dieser Zelllinie mit genomischer DNS. In weiteren, hier nicht gezeigten ,RT-PCR’-
Analysen mit cDNS-Praparationen dieser Zelllinie konnte jedoch sichergestellt werden, dass die Bande, die bei
der hier dargestellten PCR-Amplifikation der HCT115-cDNS mit Zusatz von ,Reverser Transkriptase’ zu sehen ist,
nicht von DNS-Verunreinigungen herrihrt.

oow»
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3.6.2 Untersuchung der CD95L-Proteinexpression in Kolonkarzinomzelllinien

Von je 1x10” Zellen subkonfluenter Kulturen der Kolonkarzinomzelllinien wurden Gesamtprotein-
extrakte hergestellt. 100 ug Gesamtprotein jeder Probe wurde anschlieRend unter reduzierenden
Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels ,Western Blot' mit Anti-CD95L-Anti-
korper (G247-4) nachgewiesen (Abbildung 34 A). Proteinextrakte von 1x10° Jurkat-Zellen, die
Uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit 10 ug/ml Concanavalin A und anschlielender 4-stiindiger
Inkubation mit 10 ng/ml PMA und 1 uM lonomycin stimuliert worden waren, dienten als Positiv-
kontrollen. Als Nachweis fiir die Verwendung gleicher Gesamtproteinmengen (Ladekontrolle)
wurde ein ,Western Blot’ mit Anti-ERK2-Antikérper nachgewiesen (Abbildung 34 B).

Das CD95L-Protein mit einer Grof3e von 40 kD konnte in allen untersuchten Kolonkarzinomzell-
linien in unterschiedlicher Expressionsstarke, sowie in aktivierten Jurkat-Zellen nachgewiesen
werden. Die starkste Expression des Proteins zeigten die Zelllinien SW620 und Colo205. SW480-
, HCT 116-, HCT115- und HT29-Zellen wiesen eine moderate Expression des Proteins auf. In
KM-12-Zellen und unstimulierten Jurkat-Zellen war das Protein dagegen nur sehr schwach
nachweisbar.
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Abbildung 34: Nachweis des CD95L-Proteins in verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien mittels
,Western Blot’

A: Expressionsverteilung des CD95L-Proteins (40 kD)

B: Expressionsverteilung des 42-kD-ERK2-Proteins (Ladekontrolle)

Jeweils 100 pg Gesamtproteinextrakt wurde gelelektrophoretisch unter reduzierenden Bedingungen auf 4-12 %
Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels ,Western Blot’ auf PVDF-Membranen transferiert. Der
Nachweis des CD95L-Proteins erfolgte durch Uber-Nacht-Inkubation des Blots mit 1 ug/ml Anti-CD95L-Antikérper
(Klon G247-4) bei 4°C. Zum Nachweis fur die Verwendung gleicher Gesamtproteinmengen wurde ein ,Western
Blot’ mit 1 pg/ml Anti-ERK2-Antikérper bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Als Detektionsantikérper wurde der AP-
gekoppelte Anti-Maus Ig-Antikérper des ,Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection Kit’ eingesetzt. Als
Detektionsreagenz wurde die CDP*-Losung des ,Kits“ verwendet.

stim.: Zellen wurden uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit 10 ug/ml Concanavalin A und anschlieBender 4-stln-
diger Inkubation mit 10 ng/ml PMA und 1 uM lonomycin stimuliert; unstim.: unstimuliert
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Die Spezifitat der ,Western Blot’-Ergebnisse konnte in Immunprazipitationsversuchen bestatigt
werden (Abbildung 35). Fir die Immunprazipitationen wurden je 500 ung Gesamtproteinextrakt mit
1 ug Anti-CD95L-Antikérper (Klon NOK-1) bzw. 1 ug Anti-ERK2-Antikérper (Isotyp-Kontrolle) pra-
zipitiert und anschlieRend mittels Protein-Gelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen

aufgetrennt und mittels ,Western Blot’-Analyse untersucht. Der Proteinnachweis erfolgte mit Anti-
CD95L-Antikérper (Klon G247-4).
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Abbildung 35: Verifizierung der CD95L-Proteinexpression in verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien
mittels Inmunprazipitation und anschlieBendem ,Western Blot’

Jeweils 500 pg Gesamtproteinextrakt wurde mit 1 ug Anti-CD95L-Antikérper (Klon NOK-1) bzw. 1 pg Anti-ERK2-
Antikorper (Isotyp-Kontrolle) prazipitiert und anschlieRend unter reduzierenden Bedingungen gelelektrophoretisch
auf 4-12 % Gradienten-NuPAGE-Bis-Tris-Gelen aufgetrennt und mittels ,Western Blot' auf PVDF-Membranen
transferiert. Der Nachweis des CD95L-Proteins erfolgte durch Uber-Nacht-Inkubation des Blots mit
1 pg/ml Anti-CD95L-Antikérper (Klon G247-4) bei 4°C. Als Detektionsantikdrper wurde der AP-gekoppelte Anti-
Maus Ig-Antikérper des ,Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection Kit' verwendet. Als Detektions-
reagenz wurde die CDP*-L6sung des ,Kits“ eingesetzt.

Neben den Immunprazipitationen mit dem spezifischen Anti-CD95L-Antikorper (NOK-1) sind die Immun-
prazipitationen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikérper (Anti-ERK2) durchgefiihrt wurden aufgetragen.

stim.: Zellen wurden uber einen Zeitraum von 3 Tagen mit 10 ug/ml Concanavalin A und anschlieender 4-stlin-
diger Inkubation mit 10 ng/ml PMA und 1 uM lonomycin stimuliert; unstim.: unstimuliert
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3.6.3 Kokultivierung der Kolonkarzinomzelllinien SW480 und SW620 mit den
T-Zelllinien H9 und Jurkat

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob Kolonkarzinomzellen funktionelles CD95L-
Protein exprimieren und somit in der Lage sind, Uber den CD95-Rezeptor in T-Zellen Apoptose
auszulésen. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden die Kolonkarzinomzelllinien SW480
(Primartumorlinie) und SW620 (Metastase der Primartumorlinie SW480) ausgewahlt. In beiden
Zelllinien konnten die Expression des CD95L-Proteins nachgewiesen werden (s. 3.6.2). Um die
Funktionalitat des Proteins zu Uberpriifen, wurden Koinkubationen der Kolonkarzinomzelllinien
mit H9- und Jurkat-Zellen durchgeflihrt und die Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien nachfolgend
analysiert.

3.6.3.1 Nachweis der Dosisabhadngigkeit der Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien
bei Kokultivierung mit den Kolonkarzinomzelllinien mittels ,Annexin-V-Test’

In einer Reihe von Vorversuchen wurde die Apoptoseinduktion in untransduzierten H9- und
Jurkat-Zellen bei Einsatz eines 10-fachen Uberschusses der Kolonkarzinomzelllinien SW480 und
SW620 Uber einen Zeitraum von 0 h-56 h mittels ,Annexin-V-Test’ durchflusszytometrisch analy-
siert. Um Tumor- und T-Zellen voneinander unterscheiden zu konnen, wurden die Tumorzellen
vor dem Ansetzen der Kokultivierungsexperimente mit dem aliphatischen Fluoreszenzfarbstoff
PKH-26 markiert (s. 2.2.3.9). Dieser Farbstoff lagert sich in die Lipidmembran der Zellen ein und
erlaubte so im Durchflusszytometer eine Abgrenzung der Tumorzellen von den unmarkierten T-
Zellen. AnschlieRend wurde die spezifische Anfarbung der T-Zelllinien mit Annexin-V und PI
untersucht. Pro Kokultivierungsansatz wurden 1x10° Tumorzellen mit 1x10° H9- bzw. Jurkat-
Zellen vermischt. Um den Anteil spontan in der Probe auftretender Apoptose (As) zu bestimmen
(Negativkontrolle), wurden H9- und Jurkat-Zellen ohne Zusatz von Kolonkarzinomzellen inkubiert.
Der Anteil apoptotischer Zellen in den T-Zelllinien nach Koinkubation mit den Kolon-
karzinomzelllinien (Ag) wurde wie unter 3.5.2.1 beschrieben mittels Einteilung der Diagramme in
vier Quadranten analysiert. Der relative Anteil apoptotischer Zellen berechnete sich mit der unter
2.2.5 angegebenen Formel. Hierbei erwies sich ein Inkubationszeitraum von 36 h als geeignet,
da sich zu diesem Zeitpunkt alle apoptotischen Zellen mit Annexin-V- und Pl anfarben lielen
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Ergebnisse der Kinetikbestimmungen des Apoptoseverlaufs
wurden alle weiteren durchgefihrten Kokultivierungen nach einem Inkubationszeitraum von 36 h
geerntet und analysiert.

In weiterfuhrenden Experimenten wurde die Dosisabhangigkeit der Apoptoseinduktion in den
T-Zelllinien bei verschiedenen Verhaltnissen von Tumorzellen:T-Zellen (0,5:1 bis 40:1) unter-
sucht. Hierbei wurde die Zahl der eingesetzten Effektorzellen (Kolonkarzinomzelllinien) konstant
gehalten und die Menge der Zielzellen (T-Zelllinien) entsprechend variiert. Fir die Quantifizierung
der Apoptose wurden die Zellen nach 36 h mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' angefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert (s. 2.2.4.2.1). Jeder Koinkubationsversuch wurde
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mindestens dreimal mit einer jeweiligen Dreifachbestimmung jeder Probe durchgefihrt. Als
Positivkontrolle flir die Apoptosesensitivitat der T-Zellen diente jeweils ein Ansatz, bei dem die
Zellen mit Anti-CD95-Antikorper inkubiert wurden (Daten nicht gezeigt). Fir die Bestimmung der
spontan in einer Probe auftretenden Apoptose (As) (Negativkontrolle) wurden H9- und Jurkat-
Zellen ohne Zusatz von Kolonkarzinomzellen inkubiert. Der Anteil apoptotischer Zellen in den
T-Zelllinien nach Koinkubation mit den Kolonkarzinomzelllinien (Ag) wurde wie unter 2.2.5
beschrieben mittels Einteilung der Diagramme in vier Quadranten bestimmt. Abbildung 36 zeigt
einen Vergleich der spezifischen Apoptoseinduktion in Jurkat- und H9-Zellen in Gegenwart eines
0,5- bis 40-fachen Uberschusses an SW480- und SW620-Zellen.

Es konnte eine deutliche Abhangigkeit der Apoptoserate von untransduzierten H9- und Jurkat-
Zellen und den entsprechenden Klonen der Mock-Kontrolle von dem eingesetzten Uberschuss an
SW480- bzw. SW620-Kolonkarzinomzellen beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigen
aullerdem, dass untransduzierte H9-Zellen (H9 UT) und der Klon der Mock-Kontrolle im Ver-
gleich zu untransduzierten Jurkat-Zellen (Jurkat UT) und dem entsprechenden Mock-Kontroll-
Klon eine verringerte Sensitivitdt gegenlber der Apoptoseinduktion durch SW480- und SW620-
Zellen zeigen. Bei einem 40-fachen Uberschuss an SW480-Zellen war in untransduzierten
Jurkat-Zellen eine Fraktion von 51 % apoptotischer Zellen (Mock-Kontrolle 49 %) nachweisbar,
untransduzierte H9-Zellen wiesen dagegen nur einen Anteil von 42 % (Mock-Kontrolle 41 %) auf.
In Kokultivierungsversuchen mit SW620-Zellen zeigten sich vergleichbare Unterschiede zwischen
Jurkat- und H9-Zellen.

Des Weiteren konnte bei allen untersuchten Verhaltnissen von Tumorzellen:T-Zellen in beiden
T-Zelllinien eine starkere Apoptoseinduktion bei Koinkubation mit der Zelllinie SW620 im Ver-
gleich zu Kokultivierungen mit SW480-Zellen festgestellt werden. Bei einem 40-fachen Uber-
schuss an SW620-Zellen machte der Anteil apoptotischer Zellen 63 % (Jurkat UT) bzw. 51 % (H9
UT) aus. Im Vergleich dazu lag in Koinkubationen mit SW480-Zellen der Anteil apoptotischer
Zellen in untransduzierten Jurkat-Zellen bei 51 %, in untransduzierten H9-Zellen bei 42 %. Diese
Ergebnisse bestétigten sich auch in den Kokultivierungsversuchen, bei denen ein 0,5- bis 20-
facher Uberschuss an Tumorzellen eingesetzt wurde.
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Kokultivierung SW480 + H9/Jurkat
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Abbildung 36: Nachweis der Dosisabhéngigkeit der Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien H9 und Jurkat
bei Kokultivierung mit einem 0,5- bis 40-fachen Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinien
SW480 und SW620 mittels Annexin-V-Farbung

A: Dosisabhangige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen von H9- und Jurkat-Zellen mit SW480-Zellen

B: Dosisabhéngige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen von H9- und Jurkat-Zellen mit SW620-Zellen

Pro Kokultivierungsansatz wurden die mit PKH-26 gefarbten SW480- bzw. SW620-Zellen mit H9- bzw. Jurkat-
Zellen in den angegebenen Verhaltnissen vermischt und bei 37°C und 5 % CO, liber einen Zeitraum von 36 h
inkubiert. Die Apoptoserate wurde mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit" und anschlieBender Analyse im
Durchflusszytometer quantifiziert.

Das Diagramm zeigt die spezifische Apoptoserate (in %) aufgetragen gegen die untersuchten Verhaltnisse von
Tumorzellen:T-Zellen. Es wurden die Mittelwerte aus mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen und
die dazugehorigen Standardabweichungen dargestellt.
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3.6.3.2 Uberexpression des c-FLIP -Proteins beeinflusst die Apoptosesensitivitit der
T-Zelllinien bei Kokultivierung mit den Kolonkarzinomzelllinien

Um die Auswirkung des Expressionsgrads des rekombinanten c-FLIP_-Proteins in den T-Zell-
linien auf die Apoptosesensitivitdt der Zellen zu untersuchen, wurden die in Abbildung 16
dargestellten Klone, die nach Behandlung mit agonistischem Anti-CD95-Antikérper (s. 3.5.2.2),
sowie rekombinantem CD95L-Protein (s. 3.5.5.2) eine deutlich reduzierte Apoptosesensitivitat
aufwiesen, in Kokultivierungsversuche mit SW480- und SW620-Zellen eingesetzt. Die Koinkuba-
tionen, sowie die durchflusszytometrische Analyse und die Quantifizierung der Apoptose mittels
JAnnexin-V-Test’ erfolgte unter gleichen Bedingungen wie bei den entsprechenden untransdu-
zierten Zellen und den Mock-Kontrollen. In Abbildung 37 und Abbildung 38 ist ein Vergleich der
durchflusszytometrischen Auswertungen am Beispiel eines reprasentativen Kokultivierungs-
versuchs von H9- bzw. Jurkat-Zellen mit einem 5-fachen Uberschuss der Primartumorzelllinie
SW480 dargestellt. Die Diagramme zeigen den Anteil apoptotischer Zellen in untransduzierten
Zellen und mocktransduzierten Zellen im Vergleich zu den Klonen mit starker Expression des
c-FLIP_-Proteins (vgl. Tabelle 6).

Die untersuchten Klone der T-Zelllinien H9 und Jurkat, die das rekombinante c-FLIP -Protein in
hoher Expressionsstarke bilden, wiesen einen deutlich reduzierten Anteil apoptotischer Zellen im
Vergleich zu untransduzierten Zellen und den Mock-Kontrollen auf. Die transduzierten Zellen mit
niedrigerer c-FLIP -Uberexpression waren entsprechend weniger Apoptose-resistent. Somit war
der Prozentsatz apoptotischer Zellen in Klonen mit starker Expression des c-FLIP_-Proteins
(Jurkatxc-FLIP. 1G2 und Jurkatxc-FLIP. 1B1 bzw. H9xc-FLIP. 2C9 und H9xc-FLIP_ 3D6) ein-
deutig geringer im Vergleich zu Klonen mit mittlerer Expressionsstarke (Jurkatxc-FLIP. 3C2 bzw.
H9xc-FLIP. 5C5) und Klonen mit schwacher c-FLIP -Uberexpression (Jurkatxc-FLIP. 2C9 bzw.
H9xc-FLIP. 5F7). Aus den Ergebnissen geht hervor, dass T-Zellen mit starker, stabiler
Expression des rekombinanten c-FLIP -Proteins in Koinkubationen mit Kolonkarzinomzelllinien
eine deutlich reduzierte Apoptosesensitivitat aufweisen. Es bestatigte sich, dass der Anteil apop-
totischer Zellen und damit die Apoptosesensitivitat der einzelnen Klone in direkter Abhangigkeit
zu der Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins steht.
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Abbildung 37: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseinduktion in untransduzierten H9-

Zellen und den hergestellten transduzierten Zellen in einem Kokultivierungsansatz mit
einem 5-fachen Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinie SW480

Dargestellt ist ein Vergleich der Apoptoseinduktion in untransduzierten H9-Zellen, dem Klon der Mock-
Vektorkontrolle (H9 Mock 4G5) und den Transduktanden (bezeichnet mit der entsprechenden Klon-Koordinate),
die einen unterschiedlichen Expressionsgrad des rekombinant exprimierten c-FLIP_-Proteins aufweisen.

Pro Kokultivierungsansatz wurden 1x10° mit PKH-26-gefarbte SW480-Zellen mit 2x10° Zellen der T-Zelllinie
vermischt und bei 37°C und 5 % CO, Uber einen Zeitraum von 36 h inkubiert. Die Apoptoserate wurde mit dem
JAnnexin-V-FLUOS Staining Kit' und anschlieRender Analyse im Durchflusszytometer quantifiziert. Je Probe
wurden 10000 Zellen analysiert. Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links“), UR (,unten

rechts®), OL (,oben links*) und OR (,0ben rechts®) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozent-
angaben beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur.
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Abbildung 38: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseinduktion in untransduzierten Jurkat-

Zellen und den hergestellten transduzierten Zellen in einem Kokultivierungsansatz mit
einem 5-fachen Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinie SW480

Dargestellt ist ein Vergleich der Apoptoseinduktion in untransduzierten Jurkat-Zellen, dem Klon der Mock-
Vektorkontrolle (Jurkat Mock 1H10) und den Transduktanden (bezeichnet mit der entsprechenden Klon-Koor-
dinate), die einen unterschiedlichen Expressionsgrad des rekombinant exprimierten c-FLIPk-Proteins aufweisen.
Pro Kokultivierungsansatz wurden 1x10° mit PKH-26-gefarbte SW480-Zellen mit 2x10° Zellen der T-Zelllinie
vermischt und bei 37°C und 5 % CO, Uber einen Zeitraum von 36 h inkubiert. Die Apoptoserate wurde mit dem
JAnnexin-V-FLUOS Staining Kit' und anschlieRender Analyse im Durchflusszytometer quantifiziert. Je Probe
wurden 10000 Zellen analysiert. Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links“), UR (,unten

rechts®), OL (,oben links*) und OR (,0ben rechts®) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozent-
angaben beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur.

Die Apoptoserate in den Klonen mit Uberexpression des c-FLIP.-Proteins wurde in Kokulti-
vierungen mit verschiedenen Verhaltnissen von Tumorzellen:T-Zellen (0,5:1 bis 40:1) untersucht.
Abbildung 39 zeigt einen Vergleich der spezifischen Apoptoseinduktion in untransduzierten H9-
und Jurkat-Zellen, dem jeweiligen Klon der Mock-Kontrolle und den transduzierten Zellen mit
unterschiedlicher Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins, die in Gegenwart eines 5- bis 40-
fachen Uberschusses der Kolonkarzinomzelllinien SW480 bzw. SW620 kultiviert wurden.
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Abbildung 39:  Einfluss der Expressionsstérke des c-FLIP_ -Proteins auf die Apoptosesensitivitit von H9-
und Jurkat-Zellen in Kokultivierungsversuchen mit einem 5- bis 40-fachen Uberschuss
der Kolonkarzinomzelllinien SW480 und SW620

Kokultivierungsversuche mit H9-Zellen und der Kolonkarzinomzelllinie SW480

Kokultivierungsversuche mit Jurkat-Zellen und der Kolonkarzinomzelllinie SW480

Kokultivierungsversuche mit H9-Zellen und der Kolonkarzinomzelllinie SW620

: Kokultivierungsversuche mit Jurkat-Zellen und der Kolonkarzinomzelllinie SW620

Pro Kokultivierungsansatz wurden PKH-26-gefarbte SW480- bzw. SW620-Zellen mit H9- bzw. Jurkat-Zellen in
den angegebenen Verhaltnissen vermischt und bei 37°C und 5 % CO, liber einen Zeitraum von 36 h inkubiert.
Die Apoptoseinduktion wurde mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' und anschlieBender Analyse im Durch-
flusszytometer quantifiziert. Die Diagramme zeigen die spezifische Apoptoserate (in %) der untersuchten Klone
aufgetragen gegen die analysierten Verhaltnisse von Tumorzellen:T-Zellen. Es wurden die Mittelwerte aus min-
destens drei voneinander unabhangigen Versuchen und die dazugehdrigen Standardabweichungen dargestellt.

oow>»
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3.6.3.3 Bestatigung der Ergebnisse des ,Annexin-V-Test’ mittels Nachweis der DNS-
Fragmentierung

Mit dem ,Annexin-V-Test’ werden frilhe Apoptoseereignisse nachgewiesen (s. 1.1.1). Um die in
den T-Zelllinien mittels ,Annexin-V-Test’ aufgezeigte dosisabhangige Apoptoseinduktion, sowie
den Einfluss der rekombinanten Expression des c-FLIP -Proteins auf die Apoptosesensitivitat von
H9- und Jurkat-Zellen zu bestatigen, wurde der ,Cellular DNA Fragmentation ELISA’ zum
Nachweis zytoplasmatischer DNS-Fragmente eingesetzt (s. 2.2.4.2.3). Dieser Test weist die
.Exekutionsphase” des Zelltodprogramms, wahrend der es zur Fragmentierung der Kern-DNS
kommt, nach. Fir diesen Nachweis wurden exemplarisch Kokultivierungsversuche mit einem
eingesetzten Verhaltnis von Tumorzellen:T-Zellen von 5:1 und 40:1 untersucht (s. Abbildung 40).
Als Negativkontrolle diente je ein Ansatz mit H9- und Jurkat-Zellen, die in Abwesenheit der
Kolonkarzinomzelllinien inkubiert wurden (spontane Apoptose=Ag). Als Positivkontrolle fiir die
Apoptosesensitivitdt der T-Zellen wurde jeweils ein Ansatz mitgefuhrt, bei dem die Zellen mit
|6slichem rCD95L-Protein (s. 2.2.4.1.2) inkubiert wurden (Daten nicht gezeigt). Die spezifische
Apoptoseinduktion wurde nach 36 h analysiert und mit der unter 2.2.5 angegebenen Formel
bestimmt. Abbildung 40 zeigt die erhaltenen Absorptionsmesswerte (A4os nm), die ein Mal fur die
Apoptoserate in den untersuchten Proben darstellen. Die Messwerte und der in der Probe nach-
weisbare Anteil apoptotischer Zellen sind direkt proportional. Jeder Versuch wurde dreimal durch-
gefuhrt.

Die mit dem Nachweis der DNS-Fragmentierung erhaltenen Ergebnisse korrelieren mit den
Ergebnissen des ,Annexin-V-Test'. Es konnte ebenfalls festgestellt werden, dass unter gleichen
Koinkubationsbedingungen in untransduzierten H9-Zellen und dem mocktransduzierten Klon 4G5
eine geringere Apoptoserate nachweisbar ist im Vergleich zu untransduzierten Jurkat-Zellen und
der entsprechenden Mock-Kontrolle.

Die Ergebnisse bestatigen auRerdem die Beobachtung, dass SW620-Zellen eine starkere
Apoptoseinduktion in beiden T-Zelllinien auslésen im Vergleich zu Kokultivierungen mit SW480-
Zellen. Ebenso konnte in Klonen mit Uberexpression des c-FLIP -Proteins eine deutlich redu-
zierte Apoptosesensitivitdt im Vergleich zu untransduzierten Zellen und den entsprechenden
Mock-Kontrollen bestatigt werden.
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Abbildung 40: Nachweis der Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien H9 und Jurkat nach Kokultivierung mit
einem 5- und 40-fachen Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinien SW480 und SW620
mittels Nachweis der DNS-Fragmentierung

A: Dosisabhangige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen der T-Zelllinie H9 mit SW480-Zellen

B: Dosisabhangige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen der T-Zelllinie Jurkat mit SW480-Zellen

C: Dosisabhangige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen der T-Zelllinie H9 mit SW620-Zellen

D: Dosisabhangige Apoptoseinduktion in Kokultivierungen der T-Zelllinie Jurkat mit SW620-Zellen

Pro Kokultivierungsansatz wurden unmarkierte SW480- bzw. SW620-Zellen mit BrdU-markierten T-Zellen in den
angegebenen Verhaltnissen vermischt und bei 37°C und 5 % CO, Uber einen Zeitraum von 36 h inkubiert. Die
Apoptoserate wurde mit dem ,Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit' quantifiziert. Die erhaltenen Absorptions-
messwerte (A5 nm) Stellen ein MaB fir die spezifische Apoptoseinduktion in einer Probe dar und sind der
Apoptoserate in der untersuchten Probe direkt proportional. Das Diagramm zeigt die Mittelwerte aus drei
voneinander unabhangigen Versuchen und die dazugehdrigen Standardabweichungen.
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3.6.4 Blockierung der CD95-vermittelten Apoptose in den T-Zelllinien mit einem
antagonistischen Anti-CD95-Antikdrper

Apoptose kann durch viele verschiedene Mechanismen ausgeldst werden. Um nachzuweisen,
dass das von den Kolonkarzinomzelllinien exprimierte CD95L-Protein an der Apoptoseinduktion
in H9- und Jurkat-Zellen beteiligt ist, wurden Blockierungsexperimente mit einem antagonisti-
schen Anti-CD95-Antikérper durchgefiihrt. Dieser Antikorper lagert sich an den extrazellularen
Teil des CD95-Rezeptors und verhindert so die Bindung von CD95L-Molekiilen. Auf diese Weise
kann die Auslosung des apoptotischen Signals am CD95-Rezeptor gehemmt werden.

In einer Reihe von Vorversuchen wurde die antagonistische Wirkungsweise des verwendeten
Anti-CD95-Antikdrpers ZB4 untersucht. Es wurden je 1x1 0° H9- und Jurkat-Zellen fiir 2 h mit
verschiedenen Konzentrationen (1-10 pug/ml) des Antikérpers vorinkubiert. Anschlieliend wurde
die Apoptoseinduktion mit rCD95L-Protein Gber einen Zeitraum von 0 h-36 h untersucht. Bei allen
eingesetzten Konzentrationen des blockierenden Antikdrpers konnte die Auslésung der Apoptose
bis zu einem Zeitraum von 8 h in Uber 90 % der Zellen verhindert werden. Nach 36-stlindiger
Inkubation war der Anteil apoptotischer Zellen in beiden T-Zelllinien um ca. 40 % reduziert. Somit
konnte eine Hemmung der Apoptose um ca. 60 % erzielt werden (vgl. Kontrollen Abbildung 42).
Die Apoptose-inhibierende Wirkung des Antikdrpers war bei allen untersuchten
Antikdrperkonzentrationen vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

Fur die Untersuchung der Apoptose-inhibierenden Wirkung des Antikdrpers in Kokultivierungs-
ansatzen wurden je 1x10° H9- und Jurkat-Zellen 2 h mit 1 pg/ml, 2 pug/ml und 5 pg/ml des anta-
gonistischen Anti-CD95-Antikérpers ZB4 inkubiert und anschlieRend in Kokultivierungsversuche
Uber einen Zeitraum von 36 h eingesetzt (s. 2.2.3.10). Als Kontrolle fir die Spezifitat des
antagonistischen Antikérpers dienten Zellen, die 2 h mit den entsprechenden Konzentrationen
des Antikorpers Anti-ERK2 (Isotyp-Kontrolle) behandelt wurden und anschlieflend ebenfalls fiir
Kokultivierungen verwendet wurden. Die Apoptoseinduktion wurde bei verschiedenen Verhalt-
nissen von Tumorzellen:T-Zellen (5:1, 10:1, 20:1 und 40:1) untersucht. Zur Kontrolle wurde
jeweils ein Ansatz mit unbehandelten T-Zellen mitgefiihrt. Als Positivkontrolle diente jeweils eine
Probe, bei der die mit dem antagonistischen Anti-CD95-Antikérper bzw. dem Isotyp-Kontroll-
antikdrper vorbehandelten T-Zellen in Gegenwart von 10 ng/ml rCD95L-Protein (s. 2.2.4.1.2)
kultiviert wurden. Der Nachweis der Apoptose wurde mittels ,Annexin-V-Test’ und anschlie3ender
Quantifizierung der Apoptose im Durchflusszytometer durchgefiihrt.

In Abbildung 41 sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Auswertungen eines Kokulti-
vierungsversuchs der beiden T-Zelllinien mit einem 5-fachen Uberschuss der Kolonkarzinom-
zelllinie SW480 dargestellt. Die Diagramme zeigen die Apoptoseinduktion in H9- und Jurkat-
Zellen, die mit 1 pug/ml des antagonistischen Anti-CD95-Antikdrpers ZB4 inkubiert wurden im
Vergleich zu unbehandelten Zellen und Zellen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikdrper behandelt
wurden.



3 Ergebnisse 103

= H9+51M505-1 361 o HO+lpg ERK2+54B0 5-1 = HO+1pg TB4+SH14B0 51
- ;
o o o
2 o o
= £ £
L\,
£s e o
a a a
= = =
= = =
- - -
2 = =
DD . DD
= LA U PRI RLLL PR R P = T T T =2 T L] T
T T LT T AT w e e F pd T T LT T AT
FI Pl Fl
17,1 % 17,6 % 6,1 %
- JASE0 5-1 36k o J+lpg ERK2HGHE0 5-1 o Jblpg ZE44SIED 5-1
L=1 L] -
T s
o o ﬁ o e . _-_-j@i;:
=9 = =3 - :
£ £ - £
I.‘.
£s s £
o a o
z : £
- x_ -
=2 =2
= = . . o] S -
BT N LA . B T A A
w’ et o e e T T LT T T w® et wd wed e
Pl Pl Pl
23,1 % 22,5 % 6,3 %
Abbildung 41:

Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseblockierung in Kokultivierungsversu-
chen mit H9- bzw. Jurkat-Zellen und SW480-Zellen (Verhiltnis 5:1) nach Vorbehandlung
der T-Zellen mit dem antagonistischen Anti-CD95-Antik6rper ZB4

A: Nachweis der Apoptoseblockierung in einem Kokultivierungsansatz mit H9-Zellen und einem 5-fachen
Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinie SW480 nach Vorbehandlung der T-Zellen mit dem Anti-CD95-
Antikdrper ZB4 im Vergleich zu unbehandelten Zellen und Zellen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikérper ERK2
inkubiert wurden
: Nachweis der Apoptoseblockierung in einem Kokultivierungsansatz mit Jurkat-Zellen und einem 5-fachen
Uberschuss der Kolonkarzinomzelllinie SW480 nach Vorbehandlung der T-Zellen mit dem Anti-CD95-
Antikdrper ZB4 im Vergleich zu unbehandelten Zellen und Zellen, die mit dem Isotyp-Kontrollantikérper ERK2
inkubiert wurden
Die T-Zellen wurden 2 h mit 1 ug/ml antagonistischem Anti-CD95-Antikérper (ZB4) bzw. der entsprechenden
Menge Anti-ERK2-Antikdrper (Isotyp-Kontrolle) vorbehandelt. Je 2x10° Zellen wurden anschlieRend in Kokultivie-
rungen mit 1x10° SW480-Zellen, die zuvor mit PKH-26 angefarbt wurden, eingesetzt. Die Kokultivierungen
wurden bei 37°C und 5 % CO, Uber einen Zeitraum 36 h inkubiert. Ein Kokultivierungsansatz mit unbehandelten
Zellen diente als Kontrolle. Die Apoptoserate wurde mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' und anschlieRender
Analyse im Durchflusszytometer quantifiziert. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen
die Propidiumiodid (Pl)-Fluoreszenzintensitat aufgetragen gegen die Annexin-V-FITC-Fluoreszenzintensitat
(logarithmischer MaRstab). Jedes Diagramm wurde in die vier Quadranten UL (,unten links®), UR (,unten rechts®),

OL (,0ben links") und OR (,oben rechts“) unterteilt. Die unter den Abbildungen aufgefiihrten Prozentangaben
beziehen sich auf den relativen Anteil apoptotischer Zellen in der Kultur.
J: Jurkat
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Die ,FACS’-Diagramme zeigen deutlich, dass in Koinkubationsansatzen mit Kolonkarzinomzellen
in den T-Zellen, die mit dem antagonistischen Antikérper ZB4 inkubiert wurden, im Vergleich zu
unbehandelten Zellen und Zellen, die mit dem Kontrollantikbrper geeigneter Isotyp-Spezifitat
(Anti-ERK2) vorbehandelt wurden, ein eindeutig geringerer Anteil apoptotischer Zellen nach-
weisbar ist.

Die Resultate der durchgefiihrten Blockierungsversuche mit einem 10- und 40-fachen Uber-
schuss an Tumorzellen sind in Abbildung 42 (Kokultivierungsversuche mit den Kolonkarzinom-
zelllinien SW480 und SW620) grafisch dargestellt. In Koinkubationen mit einem 5- und 20-fachen
Uberschuss der Tumorzelllinien konnte ebenfalls eine Hemmung der Apoptose beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Somit konnte in Jurkat- als auch in H9-Zellen bei allen
untersuchten Koinkubationsversuchen mit beiden Tumorzelllinien eine spezifische Blockierung
der Apoptose mit dem Anti-CD95-Antikorper ZB4 induziert werden. Die Ergebnisse waren fiir alle
eingesetzten Konzentrationen (1 pg/ml-5 ug/ml) des antagonistischen Antikdrpers vergleichbar.
In den Abbildungen sind daher nur die erhaltenen Messwerte der Versuche, in denen der
antagonistische Antikdrper in einer Konzentration von 1 ug/ml eingesetzt wurde, dargestellt. Im
Gegensatz dazu konnte bei den Proben, die mit der entsprechenden Konzentration des Isotyp-
Kontrollantikérpers (Anti-ERK2-Antikérper) inkubiert wurden und den Kokultivierungen mit
unbehandelten T-Zellen kein Einfluss auf deren Apoptosesensitivitat festgestellt werden. Die
Berechnung der Hemmung der Apoptose nach Inkubation mit dem neutralisierenden Anti-CD95-
Antikérper erfolgte nach der unter 2.2.5 angegebenen Formel. In den Proben, die mit dem
antagonistischen Antikdrper behandelt wurden, konnte im Vergleich zu den mit Anti-ERK2-
inkubierten Proben und den unbehandelten Zellen durchschnittlich eine Hemmung der Apoptose
um 60-70 % erzielt werden. Die Kontroll-Versuche mit rCD95L bestatigten, dass die Apoptose in
den T-Zelllinien spezifisch nach Prainkubation mit dem neutralisierenden Antikorper ZB4, nicht
jedoch dem Isotyp-Kontrollantikbrper Anti-ERK2 blockiert werden kann.

Die Ergebnisse weisen somit eine Beteiligung des von den Tumorzellen exprimierten CD95L-
Proteins an der Auslésung der Apoptose in den Koinkubationsversuchen mit den T-Zelllinien H9
und Jurkat nach.
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Abbildung 42: Blockierung der Apoptose in Kokultivierungsversuchen mit H9- bzw. Jurkat-Zellen und

SW480- bzw. SW620-Zellen nach Vorbehandlung der T-Zellen mit dem antagonistischen
Anti-CD95-Antikoérper ZB4

Apoptoseblockierung in Kokultivierungen von H9-Zellen mit der Kolonkarzinomzelllinie SW480
Apoptoseblockierung in Kokultivierungen von Jurkat-Zellen mit der Kolonkarzinomzelllinie SW480
Apoptoseblockierung in Kokultivierungen von H9-Zellen mit der Kolonkarzinomzelllinie SW620

: Apoptoseblockierung in Kokultivierungen von Jurkat-Zellen mit der Kolonkarzinomzelllinie SW620

Dle T-Zellen wurden 2 h mit 1 ug/ml des antagonistischen Anti-CD95-Antikorpers ZB4 bzw. der entsprechenden
Menge Anti-ERK2-Antikérper (Isotyp-Kontrolle) vorbehandelt und anschlieBend in Kokultivierungen eingesetzt
oder mit 10 ng/ml rCD95L-Protein inkubiert. Pro Kokultivierungsansatz wurden die mit PKH-26 gefarbten SW480-
bzw. SW620-Zellen mit den T-Zellen in den angegebenen Verhaltnissen vermischt und bei 37°C und
5 % CO, Uber einen Zeitraum von 36 h inkubiert. Ein Kokultivierungsansatz mit unbehandelten Zellen diente als
Kontrolle. Die Apoptoseinduktion wurde mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' und anschlieRender Analyse im
Durchflusszytometer quantifiziert. Die Diagramme zeigen die spezifische Apoptoserate (in %) der untersuchten
Proben aufgetragen gegen die untersuchten Verhaltnisse von Tumorzellen:T-Zellen.

J: Jurkat

oQw>
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3.7 Vergleichende Untersuchungen der Primartumorzelllinie SW480 und der
Metastasenzelllinie SW620

Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um der Eliminierung durch die Uber-
wachungsfunktionen des Immunsystems zu entgehen (s. 1.3). Es konnte gezeigt werden, dass
Kolonkarzinomzellen funktionelles CD95L-Protein exprimieren. Da viele Tumore auch CD95-
Rezeptormolekiile exprimieren, wird haufig ein verminderter oder vollkommener Verlust der
CD95-Rezeptorexpression und damit einhergehend eine Resistenzentwicklung gegentiber CD95-
vermittelter Apoptose beobachtet. Wahrend des Metastasierungsprozesses von Tumoren ist
neben einer Vielzahl von Veranderungen in der Zelloberflichenexpression von Proteinen auch
haufig ein verandertes Wachstumsverhalten zu beobachten. Daher sollten im Rahmen dieser
Arbeit die Expression des CD95-Rezeptors und die Apoptosesensitivitat, sowie das
Proliferationsverhalten verschiedener Kolonkarzinomzelllinien analysiert werden.

3.7.1 CD95-Expressionsstatus verschiedener Kolonkarzinomzelllinien

Der Expressionsstatus verschiedener Kolonkarzinomzelllinien wurde durchflusszytometrisch
bestimmt (s. 2.2.3.7). Je 1x10° Zellen der Kolonkarzinomzelllinien wurden mit 1 pg/ml Anti-CD95-
Antikérper inkubiert. Die Isotyp-Kontrollfarbung erfolgte mit je 1 ug/ml Anti-Neurofilament-Anti-
korper. Als Detektionsantikérper wurde 1 pg/ml Anti-Maus Ig-FITC Antikorper eingesetzt. Der
Anteil CD95-positiver Zellen wurde nach Ausgrenzung toter Zellen mittels Anfarbung mit PI
bestimmt (Abbildung 43). Untransduzierte Jurkat- und H9-Zellen, in denen die Expression des
CD95-Rezeptorproteins bereits nachgewiesen worden war (s. 3.5.1), dienten als Positivkontrolle
(Daten nicht gezeigt).

Die Zelllinien SW480, HT29 und HCT15 wiesen eine starke Expression des CD95-Rezeptors auf
(> 70 % CD95-positive Zellen), wahrend HCT116-Zellen eine moderate Expression des CD95-
Proteins zeigten (44 % CD95-positive Zellen). In den Zelllinien SW620, KM12 und Colo205
konnte nur eine sehr schwache Expression des Proteins nachgewiesen werden (< 10 % CD95-
positive Zellen).



3 Ergebnisse

107

Counts Counts

relative Zellzahl

Counts

Counts

Abbildung 43:

SwW480
=
N o
- 98,2 %
59
=
g3
2]
8_
= 5] 2 "3 'l
10 10 10 10 10
FITC
HT29
=
e
=] 86,4 %
o
=
77
=
2
=7
o
T ] -2 4] 4
10 10 10 10 10
FITC
HCT15
=
e
- 71,8 %
54
7]
o
2]
8_
= ] "2 "3 4
10 10 10 10 10
FITC
HCT116
=
-
- 44,1 %
o
74
o
=
2
8_
= 5] 2 "3 4
10 10 10 10 10
FITC

SW620
=
s ()
- 7,8 %
o
=
nd
£
32
2
=g ] 2 "3 4
10 10 10 10 10
FITC
KM12
2
= 0,
- 6,7 %
R
=
wa]
=
gcv
UE_
8_
=Ty ] 2 "3 4
10 10 10 10 10
FITC
Colo205
3,4%

Counts
1} 80 160 240 320 400

=
=]
=]

FITC

Fluoreszenzintensitat (log)

Untersuchung der Zelloberflaichenexpression des CD95-Rezeptors in Kolonkarzinom-

zelllinien mittels Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden mit 1 pg/ml des Primarantikérpers Anti-CD95 fir 30 min bei 4°C gefarbt. Fir die Kontroll-
Farbung (Isotyp-Kontrolle) wurde 1 ug/ml Anti-Neurofilament-Antikérper benutzt. Nach anschlieRender Inkubation
mit 1 pg/ml des sekundaren Antikérpers Anti-Maus Ig-FITC wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht.
Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. In den Histogrammen ist die relative Zellzahl gegen die Fluores-
zenzintensitat (logarithmischer Mastab) aufgetragen. In jedem Diagramm wird die Farbung der unterschiedlichen
Klone mit Anti-CD95-Antikérper (schwarze Linie) mit der Anfarbung durch den Isotyp-Kontrollantikbrper (grau
ausgefiillte Kurve) miteinander verglichen.
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3.7.2 Beobachtungen in der Zellkultur

Weiterfiihrende Untersuchungen erfolgten nur mit den Zelllinien SW480 und SW620, die in die
Kokultivierungsversuche eingesetzt wurden. Obwohl sich die beiden Kolonkarzinomzelllinien
hinsichtlich der Starke der Expression des CD95L-Proteins nur geringfligig unterscheiden
(s. Abbildung 34 und Abbildung 35), konnte in den durchgefiihrten Kokultivierungen bei allen
untersuchten Verhaltnissen von Tumorzellen:T-Zellen in beiden T-Zelllinien eine starkere Apop-
toseinduktion bei Koinkubation mit SW620-Zellen im Vergleich zu Kokultivierungen mit der
Zelllinie SW480 festgestellt werden. Bei mikroskopischer Untersuchung der Kokultivierungs-
ansatze wurde festgestellt, dass die Koinkubationen mit SW620-Zellen im Gegensatz zu denen
mit SW480-Zellen nach dem 36-stiindigen Inkubationszeitraum einen nahezu konfluenten
Zellrasen der adharent wachsenden Tumorzellen aufweisen. Infolgedessen wurden vergleichen-
de Untersuchungen hinsichtlich des Wachstumsverhaltens und der Zellvitalitat von SW480- und
SW620-Zellkulturen durchgefihrt.

Fir den Vergleich des Wachstumsverhaltens der Primartumor-Zelllinie SW480 und der Metasta-
senzelllinie SW620, wurden von jeder Zelllinie je 1x10° Zellen in 6-Loch-Zellkulturplatten aus-
gesat. Entsprechend der gewahlten Inkubationszeit der Kokultivierungen wurden die Zellen nach
36 h abgeldst und die Zellzahl mit dem Zellzdhlgerat bestimmt. SW620-Zellen zeigten hierbei
eine durchschnittlich 2- bis 2,5-fach erhdhte Proliferationsrate im Vergleich zu SW480-Zellen
(Abbildung 44 A).

Fir die Untersuchung der Zellvitalitdt von 36-h-Kulturen der Zelllinien SW480 und SW620 wurden
je 1x10° Zellen in eine 6-Loch-Platte ausgesat und 36 h kultiviert. AnschlieRende Vitalfarbungen
der konfluenten Zellkulturen mit Trypanblau-Lésung ergaben einen erhdhten Anteil toter Zellen in
Kulturen der Zelllinie SW480 im Vergleich zu SW620-Zellkulturen (Daten nicht gezeigt). Diese
Beobachtungen konnten mittels Annexin-V-Analyse bestatigt werden (Abbildung 44 B und
Abbildung 44 C). Es zeigte sich, dass in Kulturen der Zelllinie SW480 im Durchschnitt ein Anteil
von 16,7 % apoptotischer Zellen nachweisbar war im Vergleich zu Kulturen der Zelllinie SW620,
bei der die Fraktion apoptotischer Zellen im Mittel 6,2 % ausmachte.
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Abbildung 44: Untersuchung des Wachstumsverhaltens von SWA480- und SW620-Zellen und der
Zellvitalitat in 36-h-Kulturen

A: Grafische Darstellung der ermittelten Zellzahlen von 36-h-Kulturen von SW480- und SW620-Zellen

B: Durchflusszytometrische Untersuchung von 36-h-Kulturen von SW480-Zellen

C: Durchflusszytometrische Untersuchung von 36-h-Kulturen von SW620-Zellen

Fir die Untersuchung der Zellproliferation wurden je 1x10° Zellen in 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesat und nach
36 h geerntet. Die Zellzahl wurde anschlieRend mit dem Zellzéhlgerat bestimmt. Die Ergebnisse reprasentieren
die Mittelwerte aus mindestens drei voneinander unabhangigen Versuchen und wurden mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen dargestellt.

Die Untersuchung der Zellvitalitat erfolgte mittels ,Annexin-V-Test'. Je 1x10° Zellen wurden nach Abtrennung toter
Zellen durch Dichtegradienten-Zentrifugation in Lymphoprep-Trennmedium (s. 2.2.3.3) in eine 6-Loch-Platte
ausgesat (0 h-Wert) und 36 h kultiviert. Die Zellen wurden dann mit dem ,Annexin-V-FLUOS Staining Kit' gefarbt
und anschlielend im Durchflusszytometer untersucht. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Diagramme
zeigen die Annexin-V-FITC-Fluoreszenzintensitat (logarithmischer Mal3stab) aufgetragen gegen die Zellzahl. Die
Prozentangaben beziehen sich auf den Anteil Annexin-V-positiver Zellen der Kultur.
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3.7.3 Untersuchung der Sensitivitat der Kolonkarzinomzelllinien gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose

Es sollte nun die Apoptosesensitivitat der Primartumorzelllinie SW480, die eine starke Expression
des CD95-Rezeptors zeigt, und der Metastasenzelllinie SW620 mit einer schwachen Expression
des CD95-Rezeptors (s. Abbildung 43) untersucht werden. Je 1x10° Zellen wurden wie bei den
durchgefiihrten Kokultivierungen Uber einen Zeitraum von 36 h in Gegenwart von
1 pg/ml agonistischem Anti-CD95-Antikérper (IgG3) kultiviert. Unbehandelte Zellen wurden als
Negativkontrolle verwendet. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde anschlieRend mittels ,Annexin-
V-Test’ ermittelt (s. Abbildung 45).

In unbehandelten Zellen lag der Anteil apoptotischer Zellen bei 16,7 % (SW480) bzw. 6,2 %
(SW620) (s. Abbildung 44). In der Zelllinie SW620, die eine schwache CD95-Rezeptorexpression
zeigte (7,8 % CD95-positiven Zellen) machte der Anteil apoptotischer Zellen dementsprechend
nur 6,9 % aus. Bei SW480-Zellen konnte apoptotischer Zelltod in 21,7 % der Zellen
nachgewiesen werden. Somit konnte trotz starker Expression des Rezeptors (98 % CD95-
positive Zellen) eine partielle Resistenz der Kolonkarzinomzelllinie SW480 gegentiber CD95-ver-
mittelter Apoptose nachgewiesen werden.
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Abbildung 45: Untersuchung der Apoptosesensitivitit von SW480- und SW620-Zellen

1x10°® Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 36 h in Gegenwart von 1 pg/ml Anti-CD95-Antikérper (IgG3)
kultiviert. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet (s. Abbildung 44 B und C jeweils rechtes
Histogramm). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde anschlieRend mittels ,Annexin-V-Test’ im Durchfluss-
zytometer ermittelt. Je Probe wurden 10000 Zellen analysiert. Die Histogramme zeigen die Annexin-V-FITC-
Fluoreszenzintensitat (logarithmischer Maf3stab) aufgetragen gegen die Zellzahl. Die Prozentangaben beziehen
sich auf den Anteil Annexin-V-positiver Zellen der Kultur.
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4 Diskussion

4.1 Effekte unterschiedlicher Apoptosestimulanzien

Fir die Untersuchung von Apoptose-Signalkaskaden werden haufig agonistische Antikdrper als
experimentelle Werkzeuge eingesetzt, um an den entsprechenden Rezeptoren ein Apoptose-
auslosendes Signal zu induzieren. Unter physiologischen Bedingungen wird die Aggregation der
CD95-Rezeptormonomere durch Bindung des natirlichen Liganden CD95L ausgeldst. In vivo
konnte neben der membrangebundenen auch eine lésliche Form des Proteins nachgewiesen
werden (Tanaka et al., 1998; Schneider et al., 1998).

Mit Verwendung eines agonistischen Anti-CD95-Antikérpers konnte bei vergleichenden
Untersuchungen der T-Zelllinien H9 und Jurkat festgestellt werden, dass die beiden Zelllinien
hinsichtlich der Kinetik der Apoptoseinduktion stark divergieren. Wahrend bei H9-Zellen zunéachst
ein sigmoid ansteigender Apoptoseverlauf zu beobachten war, der nach 8 h ein Maximum
erreichte, nahm die Apoptose in Kulturen der Jurkat-Zellen stetig zu (s. Abbildung 20). Nach
einem Inkubationszeitraum von 24 h wiesen beide Zelllinien jedoch nur geringfiigige Unterschie-
de in ihrer Apoptosesensitivitdat auf. Die festgestellten Abweichungen in der Apoptoseinduktion
der beiden Zelllinien kénnten zum einen auf die nachgewiesene dichtere Zelloberflachenex-
pression des CD95-Rezeptors auf H9-Zellen zuriickzufihren sein (s. Abbildung 17). Zum ande-
ren werden neueren Ergebnissen zufolge H9- und Jurkat-Zellen unterschiedlichen Zelltypen
zugeordnet, die sich hinsichtlich der Ausbildung eines ,DISC*“ und damit auch der Aktivierung des
Schlisselmolekiils Caspase-8 in der Signalkaskade des CD95-Rezeptors unterscheiden
(s. 1.2.3.3). Somit waren in Typ-I- und Typ-lI-Zellen verschiedene CD95-Signalkaskaden opera-
tiv, die das unterschiedliche Apoptoseverhalten der Zellen erklaren kénnten.

Im Gegensatz dazu wiesen H9-Zellen bei dem Einsatz verschiedener Konzentrationen des
rekombinanten, l6slichen CD95L-Proteins eine drastisch reduzierte Apoptosesensitivitat im
Vergleich zu Jurkat-Zellen auf (s. Abbildung 27). Diese Unterschiede wurden bei einer Konzen-
tration von 5 ng/ml und 10 ng/ml des rCD95L-Proteins besonders deutlich. In diesem Konzen-
trationsbereich konnte in Jurkat-Zellen nach einer 24-stiindigen Inkubation eine Sattigung der
Apoptoseinduktion beobachtet werden (Gesamtanteil apoptotischer Zellen > 80-90 %). H9-Zellen
hingegen wiesen zu diesem Zeitpunkt nur eine geringe Apoptoserate auf (10-20 % apoptotische
Zellen). In dieser Zelllinie konnte eine Sattigung der Apoptoseinduktion erst bei Zugabe von
50 ng/ml und 100 ng/ml des rekombinanten CD95-Liganden erreicht werden. Selbst bei diesen
hohen Dosierungen spiegelten sich die Unterschiede im Apoptoseverhalten der beiden Zelllinien
in Verlaufsstudien tber 24 h in den durchflusszytometrischen Untersuchungen der Kulturen nach
Anfarbung mit Annexin-V und Propidiumiodid wider (s. Abbildung 28). Bei Stimulierung mit
100 ng/ml rCD95L wurde in der T-Zelllinie Jurkat eine sigmoide Zunahme des Anteils apopto-
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tischer Zellen beobachtet. Das Maximum der Apoptoseinduktion wurde hier bereits nach einer
Inkubationszeit von 4 h erreicht (s. Abbildung 29). In H9-Zellen hingegen zeigte sich nach 2 h ein
starker Anstieg der Fraktion apoptotischer Zellen, nach diesem Zeitpunkt war jedoch nur eine
lineare Zunahme bis zum Ende des Inkubationszeitraums (24 h) zu beobachten. Die Unter-
schiede in der Apoptosesensitivitdt waren bei geringeren Konzentrationen des CD95L-Proteins
noch offensichtlicher (Daten nicht gezeigt).

Um das unterschiedliche Apoptoseverhalten der beiden Zelllinien in Reaktion auf die verschie-
denen Apoptosestimulanzien zu erklaren, kommen mehrere Interpretationsmaoglichkeiten dieser
Befunde in Betracht. Der fiir die Apoptoseinduktion verwendete Antikdrper gehért zur Immunglo-
bulin-Subklasse IgG3. Es ware denkbar, dass sich die dreidimensionale Struktur des Rezeptor-
gebundenen Antikérpers deutlich von der Konfiguration des Rezeptor-assoziierten rekombinanten
Liganden und damit in der Generierung eines Apoptose-ausldsenden Signals unterscheidet.
Diese Vermutung wird durch Versuche anderer Arbeitsgruppen mit dem agonistischen Anti-
CD95-Antikérper CH11 bestétigt. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Antikérper und der
natirliche Ligand an unterschiedliche Regionen des CD95-Rezeptors binden (Fadeel et al.,
1995). Der Nachweis der geringeren Apoptosesensitivitat der T-Zelllinie H9 bei Stimulierung mit
rCD95L steht im Widerspruch zu der nachgewiesenen héheren CD95-Rezeptordichte dieser
Zelllinie und erklart daher nicht das beobachtete Apoptoseverhalten. Es ware jedoch denkbar,
dass in H9-Zellen trotz starkerer Oberflachenexpression des CD95-Rezeptors aufgrund unter-
schiedlicher sterischer Konfigurationen der kreuzvernetzten Anti-CD95-Antikérpermolekile und
der oligomerisierten CD95L-Proteine die Bindung und Quervernetzung der CD95-Monomere und
damit die Effektivitdt der Rezeptortrimerisierung beeinflusst wird. Ferner wurde von Schmitz
et al., 2000 postuliert, dass strukturelle Unterschiede im CD95-Rezeptor von Typ-I- und Typ-II-
Zellen existieren. Derartige strukturelle Verschiedenheiten kdnnten ebenfalls zu der beobachteten
verringerten Apoptosesensitivitdt von H9-Zellen beitragen. Darlber hinaus kénnten die nach-
gewiesenen deutlichen Abweichungen im Apoptoseverlauf der untersuchten T-Zelllinien in Ube-
reinstimmung mit ihrer Klassifizierung in Typ-I- und Typ-ll-Zellen (Scaffidi et al., 1998) durch die
Aktivierung unterschiedlicher Signaliibertragungswege des CD95-Rezeptors erklart werden. Die
Versuche, die der Zuordnung dieser Zelltypen zugrunde liegen, wurden jedoch mit dem ago-
nistischen Antikorper der IgG3-Subklasse durchgefihrt, der auch in der vorliegenden Arbeit ein-
gesetzt wurde. Dennoch konnten in diesen beiden Zelllinien bei Stimulierung mit rekombinantem
CD95L Unterschiede in der Formierung des ,DISC* und der Rekrutierung des Adaptorproteins
FADD belegt werden (Schmitz et al., 2000). Die mit rCD95L im Vergleich zu agonistischem Anti-
CD95-Antikorper festgestellte kontrare Apoptosesensitivitat von H9- und Jurkat-Zellen kénnten
daher die Annahme stiitzen, dass sich die beiden Zelllinien hinsichtlich ihres CD95-Signallber-
tragungswegs unterscheiden und damit die postulierte Existenz unterschiedlicher Zellarten
untermauern.

Des Weiteren kénnten das unterschiedliche Apoptoseverhalten von H9- und Jurkat-Zellen auch
durch die Expression intrazellularer Molekile, welche die Signalkaskade des CD95-Rezeptors
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modulieren, erklart werden. Hierbei konnte Caspase-8 eine wichtige Rolle spielen. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Caspase-8 in einigen Zellen an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB beteiligt ist, dem auch eine Apoptose-inhibierende Funktion zugeschrieben wird (Reuther
und Baldwin, 1999). Ferner kénnten sich die beiden T-Zelllinien beispielsweise im Expressions-
status der FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1) unterscheiden, welche die Signalweiterleitung
des CD95-Rezeptors durch Dephosphorylierung einzelner Aminosauren der D-Domane blockiert
(Sato et al., 1995; Yanagisawa et al., 1997). Derartige Modulatoren der CD95-Signalkaskade
koénnten sich auch synergistisch mit der Aktivierung unterschiedlicher Signallibertragungswege
am Rezeptor auf die unterschiedliche Apoptosesensitivitat von H9- und Jurkat-Zellen auswirken.

Zusammenfassend zeigten die mit den verschiedenen Apoptosestimulanzien erzielten Resultate,
dass der agonistische Antikérper im Vergleich zu dem rekombinanten Liganden ein gegensatz-
liches Apoptoseverhalten von Zellen hervorruft und sich daher wahrscheinlich nur bedingt fur die
Aufklarung von Rezeptor-Signalkaskaden eignet.

4.2 Nachweis der anti-apoptotischen Wirkung von c-FLIP_

4.2.1 Korrelation der Apoptosesensitivitdt mit der relativen Expressionsstarke des
c-FLIP_-Proteins

In Viren konnte eine Reihe von Proteinen identifiziert werden, welche die Sensitivitat dieser
Pathogene gegeniiber den Eliminierungsmechanismen des Immunsystems modulieren. Zu die-
sen gehort die Familie der v-FLIPs (viral FLICE inhibitory proteins), die mit den Caspase-Effektor-
molekilen der Signalkaskade des CD95-Rezeptors interferieren.

Die Rolle des zellularen Homologs der v-FLIPs, das als c-FLIP bezeichnet wurde, war zu Beginn
der vorliegenden Arbeit noch ungeklart. Die lange Variante des Proteins, c-FLIP,, ist strukturell
analog zu Caspase-8, besitzt jedoch keine proteolytische Funktion. Einigen Berichten zufolge
wurde das c-FLIP_-Protein als anti-apoptotisches Protein klassifiziert (Irmler et al., 1997; Hu et
al., 1997; Srinivasula et al., 1997; Rasper et al., 1998), andererseits existierten auch einige Hin-
weise auf eine mdgliche pro-apoptotische Wirkungsweise (Shu et al., 1997; Goltsev et al., 1997;
Inohara et al., 1997; Han et al., 1997). Diese kénnte auf eine starke Uberexpression des Proteins
zurlckzuflhren sein, die eine Komplexierung der DE-Domanen auslésen und in der Aktivierung
von Caspasen resultieren kdnnte (Siegel et al., 1998).

Um die zellbiologische Wirkungsweise von c-FLIP, aufzukldren, wurden verschiedene retrovirale
Expressionsvektoren hergestellt, welche die vollstdndige c-FLIP -cDNS-Sequenz enthalten
(s. 3.3.1 und 3.3.2). Diese retroviralen Konstrukte wurden flr eine dauerhafte Einbringung der
Cc-FLIP_.-cDNS in die T-Zelllinien H9 und Jurkat genutzt. In der Verpackungszelllinie HSRBMO1
und den beiden T-Zelllinien konnte unabhangig von dem eingesetzten Vektorkonstrukt eine sta-
bile Expression des Reporterproteins LNGFR nachgewiesen werden (s. Abbildung 12 und



4 Diskussion 114

Abbildung 14). Die Expression des c-FLIP -Proteins variierte jedoch. Mit den Konstrukten, in
denen die c-FLIP.-cDNS unter der Transkriptionskontrolle des CMV-Promotors exprimiert wird
(PLMCF-Konstrukte), konnte in der Verpackungszelllinie und den T-Zellen eine sehr starke kon-
stitutive Expression des Proteins erzielt werden (s. Abbildung 13 und Abbildung 15). Im Gegen-
satz dazu wiesen alle untersuchten Klone, in die das pLFCM-Konstrukt eingebracht worden war,
nur eine moderate bis schwache c-FLIP -Expression auf. Somit erwies sich das pLMCF-Kon-
strukt am geeignetsten, um eine starke c-FLIP_-Expression zu erzielen.

Um nun den Effekt einer Uberexpression des c-FLIP.-Proteins in den Zelllinien H9 und Jurkat zu
untersuchen, wurden Klone beider Zelllinien, die das rekombinante Protein unterschiedlich stark
exprimieren (s. Abbildung 16 und Tabelle 6), hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegeniber CD95-
vermittelter Apoptose untersucht. Sowohl bei der Verwendung des agonistischen Antikérpers als
auch des rekombinanten CD95L-Proteins konnte in allen untersuchten Klonen eine Apoptose-
inhibierende Funktion des c-FLIP_-Proteins belegt werden (s. Abbildung 22 und Abbildung 31). Es
zeigte sich, dass die anti-apoptotische Wirkung von c-FLIP_ in den Klonen in direkter Abhan-
gigkeit zu der relativen Expressionsstarke des Proteins steht (s. Abbildung 23 und Abbildung 32).

Allerdings fallt auf, dass in den Apoptoseverlaufsstudien, in denen agonistischer Anti-CD95-Anti-
korper eingesetzt wurde (s. Abbildung 22), der Anteil apoptotischer Zellen in den ausgewahlten
Klonen der T-Zelllinie H9 nach einem 24-stliindigen Inkubationszeitraum sogar geringfligig héher
ist als bei den untersuchten Klonen der T-Zelllinie Jurkat (H9xc-FLIP_ Klon 2C9: 17 % und
H9xc-FLIP_ Klon 3D6: 21 % im Vergleich zu Jurkatxc-FLIP. Klon 1G2: 12 % und Jurkatxc-FLIP._
Klon 1B1: 16 %), obwohl diese im Vergleich zu den H9-Klonen eine schwéachere rekombinante
Expression des c-FLIP -Proteins zeigen (s. Tabelle 6). Dies kdnnte durch die nachgewiesene
dichtere Zelloberflachenexpression des CD95-Rezeptors auf H9-Zellen und einer damit starkeren
Apoptosesensitivitat der Zellen erklart werden. Die relative Expressionsstarke des c-FLIP.-
Proteins unterscheidet sich in diesen Klonen jedoch nur geringfiigig. Die restlichen untersuchten
H9-Klone unterscheiden sich von den entsprechenden Jurkat-Klonen dagegen stark im Grad der
Uberexpression des c-FLIP -Proteins. Die Expressionsstérke variiert bei dem Klon H9xc-FLIP,
5C5 im Vergleich zu dem Klon Jurkatxc-FLIP_ 3C2 um Faktor 2, bei den Klonen H9xc-FLIP_ 5F7
und Jurkatxc-FLIP. 2C9 um Faktor 4. Die relative Abweichung im Anteil apoptotischer Zellen
nach einer Inkubationszeit von 24 h liegt jedoch nur bei 7 % (Vergleich H9xc-FLIP. 5C5 und
Jurkatx c-FLIP_ 3C2) bzw. 15 % (H9xc-FLIP. 5F7 und Jurkatxc-FLIP_ 2C9). Alle Klone mit einer
starken bis moderaten Expression des c-FLIP -Proteins wiesen im Vergleich zu untransduzierten
Zellen und den entsprechenden Mock-Kontrollen eine deutliche Apoptoseresistenz auf. Dies trifft
auch auf den Klon H9xc-FLIP,. 5F7 mit 5-facher c-FLIP_-Uberexpression zu. Der Klon Jurkatx
c-FLIP. 2C9 hingegen, dessen relative Expressionsstarke des c-FLIP -Proteins bei Faktor 1,6
liegt, zeigte im Vergleich zu dem Klon der Mock-Kontrolle keine Apoptoseresistenz. Aus den
Ergebnissen mit agonistischem Anti-CD95-Antikorper lasst sich somit schlussfolgern, dass in
Relation zur endogen gebildeten Anzahl an c-FLIP_-Molekilen eine mindestens um das 2- bis 5-
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fache erhdéhte Menge an c-FLIP -Proteinen notwendig ist, um eine effiziente Resistenz gegen-
Uber CD95-vermittelter Apoptose zu erzielen.

Bei der Analyse der Apoptosesensitivitat der ausgewahlten Klone mit verschiedenen Konzen-
trationen des rekombinanten CD95L-Proteins zeigte sich, dass selbst bei der héchsten einge-
setzten Konzentration des Apoptosestimulans (100 ng/ml) alle untersuchten Klone der Zelllinie
H9 eine eindeutige Apoptoseresistenz aufweisen (s. Abbildung 31). Beim Vergleich der H9-Klone
mit starker Expression des c-FLIP_-Proteins ergab sich nach einer 24-stiindigen Apoptose-
stimulation mit rCD95L ein Unterschied im Anteil apoptotischer Zellen (H9xc-FLIP. 2C9: 17 %
und H9xc-FLIP_ 3D6: 37 % im Vergleich zu Jurkatxc-FLIP. 1G2: 58 % und Jurkatxc-FLIP. 1B1:
87 %). Dieser apparente Unterschied bestéatigte sich auch in den anderen untersuchten Klonen.
In Zellkulturen des Klons H9xc-FLIP, 5C5 wiesen 44 % der Zellen einen apoptotischen Phanotyp
auf, Zellen des Klons Jurkatxc-FLIP. 3C2 hingegen zeigten im Vergleich zu untransduzierten
Zellen und dem Klon der Mock-Kontrolle bereits keine Apoptoseresistenz mehr, ebenso wie die
Klone mit der schwachsten Uberexpression des c-FLIP -Proteins (H9xc-FLIP. 5F7 und Jurkatx
c-FLIP. 2C9). Somit kann abgeleitet werden, dass unabhangig vom eingesetzten Apoptose-
stimulans eine mindestens um das 5-fache erhohte Zahl an c-FLIP -Proteinen im Verhaltnis zur
Anzahl der endogen exprimierten c-FLIP_-Molekile notwendig ist, um einen ausgepragten Schutz
der Zellen vor CD95-vermittelter Apoptose zu erreichen.

Die Untersuchung der Klone, die das c-FLIP_-Protein Uiberexprimieren, ergab, dass in Abhangig-
keit vom verwendeten Apoptosestimulans deutliche Unterschiede im Apoptoseverhalten der
Klone zu beobachten waren. Die Ursache hierfir konnte auf der Auslésung unterschiedlicher
Signaltransduktionswege des CD95-Rezeptors beruhen. Da mit der Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins unabhangig vom eingesetzten Apoptosestimulans eine Resistenz gegentiber CD95-ver-
mittelter Apoptose erzielt werden konnte, misste dann jedoch angenommen werden, dass sich
die méglicherweise unterschiedlichen Signalkaskaden erst nach der Aktivierung von Caspase-8
gabeln. Denkbar ware dagegen auch, dass die beobachtete Diskrepanz in der Apoptosesensi-
tivitat von H9- und Jurkat-Zellen auf die Expression intrazellularer Molekile zuriickzuflhren ist,
welche die CD95-Signaltransduktion nach der Spaltung der Initiator-Caspase-8 modulieren.
Hierbei konnten beispielsweise Mitglieder der Familie der |IAPs (apoptosis inhibitory proteins)
oder Inhibitoren der IAPs eine Rolle spielen, welche die Aktivitdt von Caspasen und damit die
Weiterleitung des Apoptosesignals regulieren (Rothe et al., 1995; Deveraux et al., 1998; Duckett
et al., 1996; Roy et al., 1997). In Lymphozyten gibt es auch Hinweise darauf, dass die Wirkung
von c-FLIP. durch ein weiteres Protein, Toso, reguliert sein kénnte, dessen Expression durch die
T-Zell-Rezeptor-vermittelte Antigenerkennung induziert wird (Hitoshi et al., 1998).

Mit der Verwendung des agonistischen Antikérpers als auch des rekombinanten Liganden wurde
deutlich, dass die c-FLIP_ -vermittelte Apoptoseresistenz in den Klonen direkt mit der relativen
Expressionsstarke des c-FLIP_-Proteins korreliert (s. Abbildung 23 und Abbildung 32).
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4.2.2 Einfluss des c-FLIP -Proteins auf die Spaltung von Caspase-8

Die Auslosung und Weiterleitung des apoptotischen Signals tiber den CD95-Rezeptor resultiert in
der Autoproteolyse von zytoplasmatischen Caspase-8-Molekilen. Somit stellt die Spaltung von
Caspase-8 einen zentralen Schritt in der Apoptoseinduktion dar.

Die Untersuchung der Caspase-8-Aktivierung in den Zelllinien H9 und Jurkat zeigte, dass durch
die rekombinante Expression des c-FLIP -Proteins in den untersuchten Klonen die proteolytische
Spaltung der Caspase-8-Molekiile beeinflusst wird. In Klonen beider T-Zelllinien, die eine starke
Uberexpression von c-FLIP_ aufweisen, konnte die Bildung der aktiven Spaltprodukte p10 und
p18, welche die aktiven Untereinheiten der Caspase-8-Isomolekiile bilden, erst nach einem
8- bis 24-stiindigen Inkubationszeitraum nachgewiesen werden (s. Abbildung 25). Im Vergleich
dazu wurden diese Protein-Untereinheiten in untransduzierten Zellen und den entsprechenden
Mock-Kontrollen bereits nach 1 h nachgewiesen (s. Abbildung 24). Fir die Untersuchung der
Aktivierung von Caspase-8 wurde die Apoptose mit agonistischem Anti-CD95-Antikdrper indu-
ziert, da der Nachweis des unterschiedlichen Apoptose-stimulierenden Effekts von rekombi-
nantem CD95L erst zu einem spateren Zeitpunkt der Arbeit erfolgte. Mit diesem Antikérper
zeigten untransduzierte H9-Zellen im Vergleich zu Jurkat-Zellen eine geringfiigig schnellere
Anhaufung der aktiven Caspase-Untereinheiten p10 und p18. Da die Analyse der Apoptose-
sensitivitat zeigte, dass eine starke Expression des c-FLIP -Proteins den Zellen unabhangig vom
verwendeten Apoptose-stimulierenden Agens eine Apoptoseresistenz verleiht, kann die Beo-
bachtung, dass c-FLIP_ die Spaltung von Caspase-8-Molekiilen blockiert, dennoch als reprasen-
tativ fir die zellbiologische Wirkungsweise des Proteins betrachtet werden. Es konnte also deut-
lich belegt werden, dass c-FLIP, in Zellen, in denen die Apoptose liber den CD95-Rezeptor aus-
geldst wird, eine anti-apoptotische Funktion Ubernimmt, indem es die Spaltung von Caspase-8
verhindert.

Obwohl in nahezu allen Zellarten eine endogene Expression des c-FLIP -Proteins nachgewiesen
werden konnte (s. Abbildung 13 und Abbildung 15 und Scaffidi et al., 1999), zeigen diese Zellen
keine Resistenz gegentber CD95-vermittelter Apoptose. Dies kénnte dadurch erklart werden,
dass die endogenen c-FLIP -Proteinmengen lediglich ausreichen, um einen kleinen Anteil der
,DISC“-Molekile zu blockieren. Folglich kénnte eine ausreichende Anzahl von Procaspase-8-
Molekiilen an den verbleibenden ,DISC*“-Molekiilen aktiviert werden und somit die Apoptose-
sensitivitdt der Zellen aufrechterhalten werden. Diese Annahme steht im Einklang mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und stiitzt somit die Erkenntnis, dass eine starke Uberzahl
an c-FLIP_-Molekilen in einer Zelle notwendig ist, um auch im Rahmen einer therapeutischen
Anwendung eine effektive Blockierung der Apoptose zu erzielen.

Die Apoptose-inhibierende Funktion des c-FLIP -Proteins konnte in fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen verifiziert werden (s. Abbildung 26). Nach Behandlung der Zellen mit agonisti-
schem Anti-CD95-Antikérper konnte in den Mock-Kontrollen die Ausbildung der ,apoptotischen
Kérperchen“ nachgewiesen werden, die ein Indiz fir apoptotischen Zelltod darstellen. Dartber
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hinaus war die erfolgte Zerstérung der Zelle durch die Anfarbung mit Propidiumiodid deutlich
sichtbar. Im Gegensatz dazu wurde in Klonen beider T-Zelllinien mit einer starker Uberexpression
des c-FLIP_-Proteins lediglich bei einigen Zellen eine beginnende Kondensation der Zellkerne
beobachtet, die Zellen wiesen ansonsten jedoch keine Apoptose-typischen Veranderungen auf.

Anhand aller durchgeflihrten Analysen konnte eindeutig eine Apoptose-blockierende Wirkungs-
weise des c-FLIP -Proteins bewiesen werden. Somit eigneten sich die hergestellten Klone, die
eine stabile Uberexpression des Proteins aufweisen, fir weiterfiihrende Analysen in Koinkuba-
tionsversuchen mit Kolonkarzinomzellen.

4.3 Nachweis der CD95L-mRNS und des CD95L-Proteins in Kolonkarzinomen

Die Expression des CD95-Liganden, CD95L, ist normalerweise auf Zellen des Immunsystems
beschrankt. Neueren Studien zufolge wird das CD95L-Protein auch von nicht-lymphozytaren
Zellen gebildet. Hierzu gehoren Zellen der vorderen Augenkammer und Sertoli-Zellen (Griffith et
al., 1996; Griffith et al., 1995; Stuart et al., 1997), die als sogenannte ,immunprivilegierte Organe®
bezeichnet werden, da infiltrierende proinflammatorische Zellen durch Auslésung des CD95-
vermittelten Zelltodprogramms eliminiert werden (O'Connell et al., 1997; Strand und Galle, 1998).
Somit kénnte der Expression von CD95L eine wichtige Bedeutung bei der Aufrechterhaltung
dieses Immuntoleranzstatus zukommen. Des Weiteren konnte die Expression von CD95L in einer
Reihe von Tumorzellen nachgewiesen werden (s. 1.3.2). Um die Transkription des CD95L-Gens
in Kolonkarzinomzellen detaillierter zu analysieren, wurden vergleichende RT-PCR-Untersu-
chungen mit 7 verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien durchgefiihrt.

CD95L-Transkripte konnten in 6 von 7 Kolonkarzinomzelllinien nachgewiesen werden
(s. Abbildung 33). Dabei wiesen die Metastasenzelllinien SW620 und Colo205 eine starke Ex-
pression der CD95L-mRNS auf. In den Positivkontrollen (stimulierte H9- und Jurkat-Zellen) waren
im Vergleich zu den jeweiligen unstimulierten Zellen hohe mRNS-Spiegel nachweisbar. Lediglich
in der Primartumorzelllinie HCT116 konnte das CD95L-Transkript nicht nachgewiesen werden.
Des Weiteren wurde die Expression des TRAIL-Gens, das neben CD95L zu der TNF-Familie
gehort, untersucht. Es zeigte sich, dass das Gen in allen untersuchten Kolonkarzinomzelllinien
transkribiert wird. Die Rezeptoren fir TRAIL (DR4, DR5) werden auf Lymphozyten exprimiert
(Zhang et al., 2000). Es ware somit denkbar, dass in Tumorzellen die gleichzeitige Expression
von CD95L und TRAIL die Eliminierung von Tumor-spezifischen Effektorzellen bewirken koénnte
(s. 4.4.1). In allen Kolonkarzinomzellen konnte auRerdem die Expression von CD95-mRNS
nachgewiesen werden.

Da der Nachweis der mRNS jedoch keinen sicheren Beweis fir die tatsachliche Expression des
CD95L-Proteins darstellt, wurde diese nachfolgend analysiert. Das CD95L-Protein konnte in allen
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untersuchten Kolonkarzinomzelllinien nachgewiesen werden (s. Abbildung 34). Die gréfite Menge
an CD95L-Proteinen zeigten in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ,RT-PCR’ die
Metastasenzelllinien SW620 und Colo205. Im Gegensatz zu den ,RT-PCR’-Ergebnissen wird das
Protein auch von den Primartumorzelllinien HCT116 und KM12, in denen kein bzw. nur ein
schwaches Signal in der ,RT-PCR’-Analyse nachgewiesen wurde, gebildet. Diese Diskrepanz
konnte auf einer Instabilitdt des CD95L-Transkripts beruhen, das in diesen Zelllinien méglicher-
weise sofort nach Initiation der Translation abgebaut wird. Die Spezifitdt der ,Western Blot'-
Nachweise wurde durch Immunprazipitation des CD95L-Proteins und anschlieRenden Nachweis
im ,Western Blot’ sichergestellt (s. Abbildung 35). Das Protein konnte auch hier in allen
untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Aktivierte Jurkat-Zellen, die als Positivkontrolle
dienten, wiesen einen starken Anstieg des CD95L-Proteinspiegels im Vergleich zu unstimulierten
Zellen auf. In KM12-Zellen war nur ein sehr schwaches Signal feststellbar. Es bestatigte sich
aullerdem, dass das Protein in hohem Mafe von den Metastasenzelllinien SW620 und Colo205
gebildet wird. Im Vergleich zu SW620-Zellen wies die Primartumorzelllinie SW480, die aus dem
gleichen Patienten stammte, einen geringfligig niedrigeren CD95L-Proteinspiegel auf. Mit diesen
Versuchen konnte somit die konstitutive Expression des CD95L-Proteins in verschiedenen
Tumorstadien nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen deshalb daflir, das die Ex-
pression des CD95L-Proteins mdglicherweise schon sehr friih wahrend der Tumorgenese initiiert
wird.

Neben der in Kolonkarzinomzelllinien nachgewiesenen Expression der membranstandigen Form
des CD95L-Proteins scheint die Produktion des I6slichen Proteins in vivo eine nicht
unbedeutende Rolle zu spielen. Erhohte CD95L-Spiegel konnten im Serum von Tumorpatienten
mit Melanomen und bei Leukamiepatienten nachgewiesen werden (Hahne et al., 1996; Tanaka et
al.,, 1996). Zwar gibt es Hinweise darauf, dass die l6sliche Form des Proteins eine stark
verringerte Apoptose-auslésende Wirkung zeigt, jedoch konnte die Funktionalitat dieses Molekiils
in CD95-sensitiven Zellen belegt werden. Dabei konnte I6sliches CD95L-Protein tber para- und
endokrine Mechanismen an der Apoptoseinduktion in umgebenden Zellen beteiligt sein. Somit
kénnten einzelne Tumorzellen, die konstitutiv. membrangebundenes oder |6sliches CD95L-
Protein synthetisieren, ahnlich wie die Zellen der vorderen Augenkammer und die Sertoli-Zellen
ein ,immunprivilegiertes* Gewebe darstellen, das eine Immuntoleranz induziert. Damit ware eine
ungehinderte Proliferation der Zellen und somit die Entwicklung von Tumoren mdglich.
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4.4 Kolonkarzinomzellen konnen in T-Zellen Apoptose induzieren

4.4.1 Dosisabhangigkeit der Apoptoseinduktion

Tumore sind in der Regel klonalen Ursprungs, d.h. sie entstehen aus einer einzigen maligne
entarteten Zelle. Die Fahigkeit des Immunsystems, derartige abnorme Zellen aufzuspiren und zu
zerstéren wird als Immunuberwachung (immune surveillance) bezeichnet (Burnet, 1970).
Paradoxerweise liegt der Ursprung der Tumorgenese darin, dass Tumorzellen nicht einfach durch
das immunologische Abwehrsystem beseitigt werden. Tumorzellen verfligen Uber ein breites
Repertoire an Mechanismen, um sich der Eliminierung durch das Immunsystem zu entziehen.
Diese umfassen zum einen defensive Mechanismen, die hauptsachlich auf einer inadaquaten
Auslésung einer Tumor-spezifischen T-Zell-Antwort aufgrund fehlender Immunogenitat der
Tumorzellen beruhen.

Andererseits zahlen hierzu auch offensive Mechanismen, mit denen die Tumorzellen direkt gegen
die Effektorzellen des Immunsystems vorgehen. Ein bislang unbekannter Mechanismus, der
Tumorzellen erlauben koénnte, sich vor der zelluldaren Immunantwort zu schutzen, konnte die
konstitutive Expression von membrangebundenem oder I6slichem CD95L-Protein darstellen.
Durch die Expression von funktionellem CD95-Ligand kdnnten die Tumorzellen in der Lage sein,
aktiv gegen die Effektorzellen des Immunsystems vorzugehen und diese abzutdten. Die
Expression des CD95L-Proteins wurde bei einer Vielzahl verschiedener Tumore nachgewiesen,
die in vitro in T-Zelllinien oder peripheren Blutlymphozyten (PBL) Apoptose induzieren konnten (s.
1.3.2). Hierbei stellten sich die bisherigen Untersuchungen von Kolonkarzinomzelllinien
kontrovers dar. O'Connell et al., 1996 wiesen nach, dass die Metastasenzelllinie SW620 in
koinkubierten Jurkat-Zellen Apoptose auslésen kann. Diese Ergebnisse wurden durch die
Untersuchungen von Shiraki et al., 1997 mit der Primartumorzelllinie SW480 bestatigt. Andere
Arbeitsgruppen konnten keine Apoptose-auslosende Wirkung dieser Kolonkarzinomzelllinien auf
CD95-exprimierende Zellen, sondern stattdessen sogar eine verstarkte Proliferation der
koinkubierten Jurkat-Zielzellen beobachten (Béhm et al., 1998; Favre-Felix et al., 2000).

Um diesen Sachverhalt aufzuklaren, wurden in der vorliegenden Arbeit Kokultivierungsversuche
mit den Kolonkarzinomzelllinien SW480 und SW620 mit untransduzierten Zellen und den Mock-
Kontrollen der T-Zelllinien H9 und Jurkat durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen geht eindeutig
hervor, dass diese Kolonkarzinomzelllinien in den CD95-sensitiven Zielzellen Apoptose ausldsen
konnen. Hierbei erwies sich fir die Analyse ein Inkubationszeitraum von 36 h am geeignetsten.
Dieser relativ lange Inkubationszeitraum koénnte dadurch zu erklaren sein, dass das Protein
moglicherweise in geringer Dichte an der Zelloberflache exprimiert wird. Diese Vermutung konnte
in Untersuchungen der CD95L-Zelloberflachenexpression mittels ,FACS-Analyse’ bestatigt
werden. Das Protein war nur in sehr geringem Mal (< 5 % CD95L-positive Zellen) auf der
Zelloberflache nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Durch Vorinkubation der Zellen mit dem
Matrix-Metalloproteinase-Inhibitor KB8301, der die Abspaltung des Proteins von der Zellober-
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flache durch Matrix-Metalloproteinasen verhindert (s. 1.1.3), wurde ebenfalls keine Steigerung
der Oberflachenexpression des Proteins erzielt (ohne Abbildung). Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass das Protein von der Zelloberflache abgespalten wird. Hingegen konnte eine
schwache Expression des Proteins an der Zelloberflache von Jurkat- und H9-Zellen nach Stimu-
lierung der Zellen mit Concanavalin A, PMA und lonomycin beobachtet werden (ohne Abbildung).
Diese Stimulanzien induzieren eine Aktivierung der Zellen, die im Zuge dessen die Expression
des CD95L-Proteins induzieren. In situ-Untersuchungen von Tumorgewebeproben zeigten
aullerdem haufig eine heterogene Verteilung von CD95L-positiven Zellen und Zellen, die keine
Expression des Proteins aufweisen (O'Connell et al., 1999). Der Nachweis des Proteins in
,Western Blot’-Versuchen und die Bestatigung dieser Ergebnisse durch Immunprazipitationsana-
lysen zeigten jedoch deutlich, dass Kolonkarzinomzellen CD95L-Protein exprimieren.

Mit den durchgefiihrten Koinkubationsversuchen konnte eine Abhangigkeit der Apoptoserate in
den T-Zelllinien von dem eingesetzten Verhaltnis von Tumorzellen:T-Zellen (0,5:1 bis 40:1)
nachgewiesen werden (s. Abbildung 36). Aus den Untersuchungen der Koinkubationsansatze
mittels ,Annexin-V-Test’ ging hervor, dass in beiden T-Zelllinien der Anteil apoptotischer Zellen
linear mit steigendem Uberschuss an Tumorzellen zunimmt. Dahingegen konnte in Kokultivie-
rungen mit einem Uberschuss der T-Zellen (Verhaltnis Tumorzellen:T-Zellen 0,5:1) keine
signifikante Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sprechen somit dafir,
dass aufgrund des Kontakts zwischen den Kolonkarzinomzellen und den T-Zelllinien in letzteren
apoptotischer Zelltod ausgeldst wird. Weitere Hinweise darauf, dass hierbei direkte Zellkontakte
notwendig sind, gaben Vorversuche, in denen festgestellt wurde, dass durch Zentrifugation des
Kokultivierungsansatzes vor der Inkubation eine effizientere Apoptoseinduktion in den Zielzellen
erreicht werden kann. Auffallig ist, dass in den Koinkubationsansatzen der beiden Kolonkarzi-
nomzelllinien mit der T-Zelllinie H9 bei allen untersuchten Zellzahlverhaltnissen ein geringerer
Anteil apoptotischer Zellen nachweisbar war als in den entsprechenden Versuchsansatzen mit
Jurkat-Zellen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Resultaten der Versuche mit rekom-
binantem CD95L-Protein als Stimulans fur die Apoptoseinduktion (s. Abbildung 29). Auch hier
wiesen H9-Zellen eine deutlich verringerte Apoptosesensitivitat im Vergleich zu Jurkat-Zellen auf.
Daher kénnte der beobachtete geringere Anteil apoptotischer Zellen in den Koinkubationen mit
H9 ein Indiz fur die CD95-vermittelte Apoptoseauslésung in den T-Zelllinien darstellen.

In Kokultivierungen beider T-Zelllinien mit der Metastasenzelllinie SW620 konnte bei allen
untersuchten Zellzahlverhaltnissen ein hdherer Anteil apoptotischer Zellen festgestellt werden als
in Koinkubationen mit der Primartumorzelllinie SW480. Demgemall wurde in Versuchen mit
SW480-Zellen in beiden T-Zelllinien erst bei einem 5-fachen Uberschuss der Tumorzelllinie eine
signifikante Zunahme der Apoptoserate beobachtet. Im Vergleich dazu konnte bereits bei einem
2-fachen Uberschuss von SW620-Zellen in beiden T-Zelllinien eine deutliche Apoptoseinduktion
(> 10 %) nachgewiesen werden. Fur diese Unterschiede gibt es mehrere Erklarungsmog-
lichkeiten. Der Nachweis des CD95L-Proteins in verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien zeigte,
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dass SW620-Zellen im Vergleich zu der Zelllinie SW480 eine geringfligig starkere Expression des
CD95L-Proteins aufweisen (s. Abbildung 34 und Abbildung 35). Diese héhere Prasenz des Mole-
kils in SW620-Zellen kénnte somit zu den beobachteten Abweichungen in der Apoptoseinduktion
der T-Zelllinien beitragen. Darlber hinaus konnte bei mikroskopischer Bewertung der Kokul-
tivierungsansatze festgestellt werden, dass die Koinkubationsansatze mit SW620-Zellen nach
dem 36-stlindigen Inkubationszeitraum einen nahezu konfluenten Zellrasen der adharent wach-
senden Tumorzellen aufweisen. Im Gegensatz dazu waren Ansatze mit SW480-Zellen deutlich
subkonfluent. Somit kénnte auch eine geringere Zellzahl und damit einhergehend eine niedrigere
Expressionsrate des CD95L-Proteins diese apparenten Unterschiede erklaren.

Des Weiteren konnte in Betracht kommen, dass in Kulturen der Zelllinie SW480, die neben
CD95L auch den CD95-Rezeptor exprimiert (s. Abbildung 33 und Abbildung 43), in einem
gewissen Umfang eine gegenseitige Apoptoseinduktion in den Tumorzellen (,self-killing*) statt-
finden kann. Einen Hinweis darauf gibt auch die Beobachtung, dass SW480-Kulturen im Ver-
gleich zu SW620-Zellen einen erhéhten Anteil apoptotischer Zellen enthalten (s. Abbildung 44).
Das verminderte Apoptose-auslésende Potential der Zelllinie SW480 kénnte somit auch auf der
geringeren Zahl an CD95L-exprimierenden Zellen und der niedrigeren Anzahl an Zellkontakten
zwischen den Tumorzellen und den T-Zellen aufgrund der niedrigeren Zelldichte beruhen. Des
Weiteren konnte die Metastasenzelllinie SW620 neben CD95L weitere Zelloberflachenproteine
exprimieren, die das Absterben der T-Zellen mitverursachen. Hierbei kénnten weitere Mitglieder
der TNF-Familie eine Rolle spielen. Bei den ,RT-PCR’-Untersuchungen konnten in allen
Kolonkarzinomzelllinien TRAIL-Transkripte nachgewiesen werden (s. Abbildung 33). Dement-
sprechend konnte in Tumorzellen neben der Expression von CD95L auch die Synthese von
TRAIL zur Etablierung einer Immuntoleranz gegentber Tumoren beitragen (Phillips et al., 1999;
Zhao et al., 1999).

Die Ergebnisse der Annexin-V-Untersuchungen konnten mit dem Nachweis der DNS-Fragmen-
tierung in den T-Zelllinien bestatigt werden (s. Abbildung 40). Auch hier wurde eine Korrelation
der Apoptoseinduktion mit dem eingesetzten Uberschuss an Tumorzellen beobachtet. Dariiber
hinaus konnten die geringere Apoptosesensitivitat der T-Zelllinie H9 im Vergleich zu Jurkat-Zellen
sowie das starkere Apoptose-induzierende Potential der Metastasenzelllinie SW620 im Vergleich
zu der Primartumorzelllinie SW480 verifiziert werden.
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4.4.2 c-FLIP blockiert die Apoptoseinduktion

Mit dem Nachweis einer anti-apoptotischen Wirkungsweise des c-FLIP -Proteins bestand eine
weitere wichtige Fragestellung dieser Arbeit darin, ob in T-Zellen durch die stabile, rekombinante
Expression des c-FLIP -Proteins eine Apoptoseresistenz vermittelt werden kann, wenn diese
Zellen in Gegenwart von Tumorzellen inkubiert werden, die das CD95L-Protein exprimieren. Um
dies zu untersuchen, wurden die bezuglich ihrer Resistenz gegentiber CD95-vermittelter Apopto-
se charakterisierten Klone (s. Abbildung 22 und Abbildung 31) in Koinkubationsversuche einge-
setzt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Klone der T-Zelllinien H9 und Jurkat mit einer
rekombinanten, starken Expression des c-FLIP -Proteins im Vergleich zu den jeweiligen untrans-
duzierten Zellen und den Klonen der Mock-Kontrollen eine eindeutig geringere Apoptosesen-
sitivitat aufweisen (s. Abbildung 37 und Abbildung 38). Es bestatigte sich aulerdem, dass die
relative Apoptoseresistenz der Klone in direkter Abhangigkeit zu der Expressionsstarke des
c-FLIP_-Proteins steht (s. Abbildung 39). Die Ergebnisse der Analyse der DNS-Fragmentierung
belegen die Resultate des ,Annexin-V-Test’ (s. Abbildung 40). Die im Vergleich zu den ent-
sprechenden Klonen der T-Zelllinie Jurkat deutlich starkere Apoptoseresistenz der H9-Klone, die
in den Versuchen mit rekombinantem CD95L aufgezeigt wurde (s. Abbildung 31), konnte in den
Kokultivierungsversuchen nicht beobachtet werden. Dies spricht dafiir, dass die Kolonkarzinom-
zelllinien moglicherweise weitere Zelloberflachenmolekiile, beispielsweise TRAIL, synthetisieren,
die einen additiven Effekt auf die Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien ausiiben kénnten.

Die vorliegenden Daten weisen dennoch eindeutig nach, dass T-Zellen beider Kategorien durch
die rekombinante, konstitutive Expression des c-FLIP -Proteins vor einer Apoptoseinduktion
durch CD95L auf Kolonkarzinomzellen geschiitzt werden kénnen. Somit kdnnte eine stabile
Expression des c-FLIP -Proteins einen neuen Therapieansatz ermdglichen, um T-Zellen gegen
den Angriff durch Tumorzellen, die das CD95L-Protein exprimieren, resistent zu machen. Dieser
Punkt wird unter 5.3 naher erlautert. Darliber hinaus existieren Hinweise, dass c-FLIP_ nicht nur
die Sensitivitat gegentber CD95-vermittelter Apoptose beeinflusst, sondern auch bei der Blockie-
rung der Signaltransduktionswege anderer Mitglieder der Subfamilie der ,Todesrezeptoren®,
beispielsweise der Rezeptoren fiir TRAIL, eine wichtige Rolle spielt (Kataoka et al., 1998; Wang
et al.,, 2000). Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass das Protein einen wichtigen
Regulationsfaktor innerhalb der Signalkaskaden der ,Todesrezeptoren® darstellt.

4.4.3 CDI5L ist an der Apoptoseinduktion beteiligt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass T-Zellen in Gegenwart von CD95L-exprimierenden Kolon-
karzinomzellen absterben, blieb nachzuweisen, dass das CD95/CD95L-System bei der
Auslésung der Apoptose eine Rolle spielt. Um dies zu Uberprifen, wurden die T-Zelllinien mit
einem antagonistischen Antikorper behandelt, der an den CD95-Rezeptor anlagert und diesen fiir
die Bindung durch das CD95L-Protein auf den Tumorzellen unzuganglich macht. In einer Reihe
von Vorversuchen in Abwesenheit von Kolonkarzinomzellen wurde die Spezifitat des Antikdrpers
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und seine Apoptose-inhibierende Wirkung sichergestellt. Nach einem 24-stiindigen Inkubations-
zeitraum in Gegenwart von rCD95L-Protein konnte in Zellen, die mit dem Antikorper behandelt
wurden im Vergleich zu Zellen, die mit dem Kontrollantikdrper gleicher Isotyp-Spezifitat inkubiert
worden waren, ein deutlich verminderter Anteil an apoptotischen Zellen nachgewiesen werden
(vgl. Kontrollen in Abbildung 42). Durchschnittlich wurde mit allen eingesetzten Konzentrationen
des CD95-neutralisierenden Antikdrpers der Anteil apoptotischer Zellen reduziert und damit eine
Blockierung der Apoptose um ca. 60-70 % erreicht (s. Abbildung 42). Hierbei wurden keine
Unterschiede in der Apoptosehemmung in Abhangigkeit vom Verhaltnis von Tumorzellen:T-
Zellen beobachtet. Somit konnte der Beweis erbracht werden, dass die Apoptoseinduktion in den
T-Zellen durch den CD95-Rezeptor vermittelt wird und in Gegenwart von CD95L-exprimierenden
Tumorzellen durch den antagonistischen Antikérper effizient blockiert werden kann. Anhand
dieser Untersuchungen konnte eindeutig belegt werden, dass das CD95/CD95L-System an der
nachgewiesenen Ausldsung der Apoptose in den T-Zellen beteiligt ist.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen somit die Schlussfolgerung zu, dass Kolonkarzinomzellen
konstitutiv funktionelles CD95L-Protein synthetisieren und in vitro direkt die Abtétung CD95-
sensitiver T-Zellen auslésen kénnen. Dieser Prozess scheint im Gegensatz zu Untersuchungen
an Melanomzellen (Zaks et al., 1999) unabhangig von einer Erkennung Tumor-spezifischer
Zelloberflachenantigene durch den T-Zell-Rezeptor moglich zu sein (vgl. Abbildung 7).

In vivo-Untersuchungen mit Tumorzellen, die CD95L auf natirliche Weise oder nach Transfektion
exprimieren, liefern bis dato sehr kontroverse Ergebnisse. Eine Reihe von Studien gibt Hinweise
darauf, dass auch in vivo ein derartiger Gegenangriff der Tumorzellen gegen Effektorzellen des
Immunsystems stattfindet. So konnte ein apoptotisches Absterben von TIL in Patienten mit
verschieden soliden Tumoren beobachtet werden (Strand et al., 1996, Bennett et al., 1999;
Bennett et al., 1998; Kume et al., 1999). In primaren Kolonkarzinomen nimmt in Abhangigkeit
vom klassifizierten Tumorstadium (Duke’s Stadium) die Zahl der TIL stark ab. (Kubota et al.,
1992). Es konnte auf’erdem nachgewiesen werden, dass TIL haufig einen Funktions- oder
Expressionsverlust der T-Zell-Rezeptor-CD3-Zeta-Kette aufweisen, die fir die Weiterleitung des
aktivierenden Signals nach Erkennung des Tumor-spezifischen Antigens durch den T-Zell-
Rezeptor essentiell ist. Untersuchungen von Rabinowich et al., 1998 zufolge existieren
Anhaltspunkte, dass der Expressionsverlust der T-Zell-Rezeptor-CD3-Zeta-Kette im Zusammen-
hang mit der Apoptoseauslésung durch das CD95L-Protein auf Tumorzellen steht.

Darlber hinaus konnte in verschiedenen Tiermodellen nachgewiesen werden, dass CD95L, das
von Tumorzellen gebildet wird, die zellulare Immunantwort beeinflussen kann. Erste Hinweise auf
eine direkte immunsupprimierende Auswirkung der CD95L-Expression wurden in allogenen
Mausen erbracht, die nach der Injektion der mit CD95L-transfizierten Kolonkarzinomzelllinie
CT26 aus der Maus eine deutlich verringerte Population der allospezifischen zytotoxischen
T-Zellen und T-Helferzellen aufwiesen. Nach subkutaner Injektion der CD95L-exprimierenden
Melanomzelllinie B16F10 aus der Maus konnte in Mausen mit einer Mutation im Gen fir den
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CD95-Rezeptor (lpr-Mutation, s. 1.2.2) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen oder Tieren mit einer
Mutation im CD95L-Gen (gl/d-Mutation) ein verzégertes Tumorwachstum beobachtet werden
(Hahne et al, 1996). Dies konnte auf die fehlende CD95-Expression und der daraus
resultierenden Insensitivitdt der Lymphozyten von [pr-Mausen zurlckzufihren sein. Darlber
hinaus konnte infolge einer intraperitonealen Injektion der Dermatofibromzelllinie AK-5 in Ratten
eine transient verstarkte Expression des CD95L-Proteins einhergehend mit einer Verringerung
der intraperitonealen NK-Zell-Population nachgewiesen werden. Die Tumoren zeigten ein rapides
Wachstum. Bei subkutaner Injektion der Zelllinie war keine Expression des CD95L-Proteins und
in Ubereinstimmung damit eine Regression des Tumors durch die Auslésung eines
Immunangriffs zu beobachten (Khar et al., 1998).

Dahingegen gibt es ebenfalls Anhaltspunkte, dass Tumorzellen, die das CD95L-Protein
exprimieren, eine massive Infiltration von neutrophilen Granulozyten und damit eine Entzin-
dungsreaktion auslésen kdnnen, die in einer raschen Eliminierung des Tumors resultiert (Seino et
al., 1997; Shimizu et al., 1999). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die Auswirkung der
Expression von CD95L auf Tumorzellen durch eine Reihe von Faktoren in der direkten
Umgebung des Tumors beeinflusst werden kann. In diesem Zusammenhang scheint die Zytokin-
produktion am Ort des Tumors eine malfigebliche Rolle zu spielen. Einer Studie zufolge kénnte
der transformierende Wachstumsfaktor-p (TGF-B) eine wichtige Kofunktion bei der Etablierung
einer immunologischen Toleranz Ubernehmen, da durch TGF-B unter anderem die lytischen
Effektorfunktionen von zytotoxischen T-Zellen inhibiert werden kénnen (Wojtowicz-Praga, 1997).
Nach subkutaner Injektion von CD95L-exprimierenden Tumorzellen der Maus wurden diese
durch die Auslésung einer Entziindungsreaktion eliminiert. Bei simultaner Verabreichung von
TGF-B hingegen konnte keine Entziindungsreaktion nachgewiesen werden (Chen et al., 1998).
Es ware somit denkbar, dass in vivo durch die Expression von CD95L auf Tumorzellen nur durch
die synergistische Produktion von immunmodulatorischen Zytokinen eine lokale Eliminierung von
TIL und damit die Etablierung einer systemischen Immuntoleranz ausgeldst wird (Griffith et al.,
1996; Ferguson und Griffith, 1997). In Ubereinstimmung mit dieser Annahme konnten Piancatelli
et al., 1999 in 83 % aller Kolonkarzinompatienten die Produktion von IL-6 nachweisen. Es existie-
ren Anhaltspunkte, dass dieses Zytokin eine wichtige Rolle bei der Regulation der Sekretion der
immunaktivierenden Zytokine IL-2 und IL-4 und damit der Auslésung einer Immunantwort spielt
(Frassanito et al., 2001).
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4.5 Kolonkarzinomzellen entwickeln eine Resistenz gegeniuber CD95-
vermittelter Apoptose und zeigen ein verandertes Proliferationverhalten

Einhergehend mit der Tumorprogression und der Einleitung des Metastasierungsprozesses
weisen neoplastische Zellen haufig ein gesteigertes Proliferationsverhalten auf. In kolorektalen
Karzinomen resultiert beispielsweise die induzierte Transkription des c-myc-Protoonkogens in
einer gesteigerten Zellproliferation (Spencer und Groudine, 1991; Green, 1997). Bei der Unter-
suchung des Wachstumsverhaltens der Zelllinien SW480 und SW620 stellte sich heraus, dass
Kulturen der Metastasenzelllinie SW620 im Vergleich zu Kulturen der Primartumorlinie SW480
ein deutlich schnelleres Zellwachstum zeigten (s. Abbildung 44). Dies bestatigte sich auch in den
mikroskopischen Betrachtungen der Kokultivierungsansatze (ohne Abbildung).

Der CD95-Rezeptor wird nicht nur von Lymphozyten, sondern auch von einer Reihe von Zellen
epithelialen Ursprungs gebildet. Bei den vergleichenden Untersuchungen verschiedener Kolon-
karzinomzelllinien konnte mit Ausnahme von KM12-Zellen in allen Primartumorzelllinien eine
moderate bis starke Expression des Zelloberflachenmolekiils nachgewiesen werden. Dahingegen
fiel auf, dass beide Metastasenzelllinien (SW620 und Colo205) den Rezeptor nur noch aulerst
schwach exprimieren (s. Abbildung 43). Die Untersuchung der Apoptosesensitivitat der in den
Kokultivierungsversuchen verwendeten Primartumorzelllinie SW480 zeigte jedoch, dass diese
Zellen trotz starker CD95-Rezeptorexpression eine ausgepragte Resistenz gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose aufweisen (s. Abbildung 45).

Eine Vielzahl von Untersuchungen mit Zelllinien und frisch isolierten Tumorzellen belegen, dass
die meisten Tumorzellen durch eine verminderte Sensitivitat gegeniiber CD95-vermittelter
Apoptose oder eine fehlende Expression des CD95-Rezeptors gekennzeichnet sind. Die Zellen
des entsprechenden Normalgewebes hingegen exprimieren den Rezeptor und weisen keine
Apoptoseresistenz auf (Leithauser et al., 1993; Moller et al., 1994).

Diese Ergebnisse lassen somit die Folgerung zu, dass eine veranderte Apoptosesensitivitat in
entarteten Zellen nicht nur zur Entstehung, sondern auch zur Progression und Metastasierung
von Tumoren beitragen kdnnte.
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5 Hypothesen und Ausblick

5.1 Entwicklung einer Modellvorstellung fiir die Entstehung und Progression
von CD95L-exprimierenden Tumoren am Beispiel des Kolonkarzinoms

Die Entstehung und Progression von Tumoren setzt voraus, dass Tumorzellen dem
immunologischen Abwehrsystem, das entartete Zellen erkennt und abtétet, entkommen. In einer
klassischen Immunantwort werden Antigene von Antigen-prasentierenden Zellen aufgenommen,
prozessiert und im Komplex mit MHC-Klasse-lI-Molekiilen Tumor-spezifischen, CD4-positiven
T-Helferzellen prasentiert. Diese werden nach erfolgter Antigenerkennung durch den T-Zell-
Rezeptor aktiviert und sezernieren daraufhin ein Spektrum von Zytokinen, die fiir die Vermittlung
der T-Zell-Effektorfunktionen eine wichtige Rolle spielen. CD8-positive zytotoxische TIL verfligen
Uber zwei Mechanismen fir die Eliminierung von entarteten Zellen. Die Aktivierung der Perforin-
vermittelten Einschleusung von Proteasen in die Zielzellen erfordert eine Erkennung antigener
Peptide, die von MHC-Klasse-I-Molekillen prasentiert werden, durch den T-Zell-Rezeptor. Ein
davon unabhangiger, zweiter Tétungsmechanismus der T-Zellen besteht in der Quervernetzung
der CD95-Rezeptormolekiile auf der Zielzelloberflache durch CD95L, das von aktivierten
T-Zellen exprimiert wird. Tumorzellen koénnten sich somit dann der Immuniberwachung
entziehen, wenn einer oder beide Eliminierungsmechanismen der Immuneffektorzellen nicht
aktiviert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis erbracht, dass Kolonkarzinomzellen funktionelles
CD95L-Protein exprimieren. Die Untersuchungen mit zwei Kolonkarzinomzelllinien ergab, dass
diese Zellen durch die Interaktion mit dem CD95-Rezeptor auf aktivierten T-Zellen in letzteren
den programmierten Zelltod auslésen kénnen. Des Weiteren konnte belegt werden, dass die hier
untersuchte Primartumorzelllinie eines kolorektalen Karzinoms einen Resistenzmechanismus
entwickelt hat, um sich vor der CD95-vermittelten Induktion der Apoptose zu schitzen. Die Unter-
suchung zweier Metastasenzelllinien von kolorektalen Karzinomen hingegen zeigte eine starke
Herabregulierung der CD95-Rezeptorexpression. Basierend auf diesen Untersuchungen kdnnten
die in Abbildung 46 dargestellten Prozessabfolgen zur Entwicklung von kolorektalen Karzinomen
beitragen. Um die im Rahmen der Ergebnisse dieser Arbeit postulierte Modellvorstellung fir die
Entstehung und Progression kolorektaler Tumore zu Uberprifen, sind jedoch zusatzliche
vergleichende Untersuchungen mit weiteren Primartumor- und Metastasenzelllinien notwendig.

Durch die Etablierung einer Resistenz gegentiber CD95-vermittelter Apoptose kdonnten entartete
Zellen Uberleben, die normalerweise von dem Immuniberwachungssystem eliminiert wirden.
Derartige Zellen gewinnen dadurch Zeit, weitere Mutationen zu akkumulieren. In diesem Stadium
konnten die Tumorzellen immer noch von den TIL, die TAA erkennen, durch den Perforin/
Granzym B-Toétungsmechanismus eliminiert werden (Boon et al., 1997). Durch Mutationen,
welche die Expression von TAA und damit die Immunogenitat der Tumoren beeinflussen, bei-
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spielsweise eine verminderte Expression oder der Verlust von MHC-Klasse-I-Molekilen und/oder
funktionellem R2-Mikroglobulin oder Defekte in den Komponenten des Antigenprozessierungs-
apparats (Moller et al., 1994), kénnten sich die Tumorzellen zusatzlich auch der Erkennung durch
den T-Zell-Rezeptorkomplex von zytotoxischen T-Zellen entziehen. Da der Kontakt des
T-Zell-Rezeptorkomplexes mit Antigenen, die von MHC-Molekilen prasentiert werden, das Signal
fur die Freisetzung der zytotoxischen Effektormolekiile ist, ware somit auch der zweite Tétungs-
mechanismus dieser Zellen wirkungslos. Dartiber hinaus exprimieren einige Tumorzellen mutierte
Peptide, die eine alternative oder nur teilweise ausgefiihrte T-Zell-Antwort, z.B. den Verlust der
Perforin-vermittelten Zytotoxizitat, induzieren (Cao et al., 1995; Brossart und Bevan, 1996).

Die schlimmste Konsequenz des Verlusts der CD95-Expression auf Tumorzellen ist jedoch die
sich daraus ergebende Mdoglichkeit, CD95L zu exprimieren. Somit stellt die Entwicklung einer
Resistenz gegeniber CD95-vermittelter Apoptose eine notwendige Voraussetzung fir die
Expression von CD95L auf den Tumorzellen dar. Tumorzellen, die CD95L exprimieren, kénnten
nun der Eliminierung der TIL vollstandig entgehen, indem sie sich aktiv gegen die Effektorzellen
der Immunantwort behaupten und somit eine Immuntoleranz induzieren kénnten. Dies konnte
moglicherweise durch die Sezernierung immunregulatorischer Zytokine, welche die Effektor-
funktionen der Immunzellen blockieren, verstarkt werden. Ein weiterer synergistischer Mecha-
nismus kénnte auf der zusatzlichen Expression von Zelloberflachenmolekilen der TNF-Familie
(beispielsweise TRAIL) beruhen. Die Abtétung der zytotoxischen Effektorzellen wiirde dann eine
weitgehend ungehinderte Proliferation der Tumorzellen erlauben und kénnte in der Etablierung
einer lokalen Tumorimmunitat resultieren. Es ware dariber hinaus denkbar, dass die Expression
von CD95L auf Tumorzellen auch an der Bildung von Tumormetastasen in sekundaren Organen,
z.B. in der Leber, beteiligt sein kdnnte. Shiraki et al., 1997 konnten beispielsweise in allen
untersuchten Lebermetastasen von Kolonkarzinompatienten eine starke Expression des CD95L-
Transkripts nachweisen, dahingegen wurde CD95L-mRNS in nur 30 % aller untersuchten
Primartumore nachgewiesen. Derartige CD95L-exprimierende Tumorzellen kénnten sich in
Geweben, die den CD95-Rezeptor exprimieren, durch Abtétung umliegender Zellen und
Etablierung eines Immuntoleranzstatus ansiedeln. Somit kénnte der postulierte offensive ,Gegen-
angriff-Mechanismus® der Tumorzellen eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression und der
Auslésung des Metastasierungsprozesses spielen.
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Abbildung 46: Hypothetisches Modell der Etablierung, Progression und Metastasierung von Tumoren
mit CD95L-Proteinexpression

Durch die Entwicklung einer Resistenz gegenliber CD95-vermittelter Apoptose und anschlieRende Herunter-
regulierung oder nachfolgenden Verlust der CD95-Rezeptorexpression kdnnen sich Tumorzellen einem der
beiden Toétungsmechanismen zytotoxischer T-Zellen entziehen. Die Resistenz gegeniber CD95-vermittelter
Apoptose konnte ferner eine notwendige Voraussetzung fiir die konstitutive Expression des CD95L-Proteins dar-
stellen, mit dem die Tumorzellen direkt gegen die Effektorzellen vorgehen kdnnten. Einhergehend mit einem
moglichen Verlust der Immunogenitat kdnnten Tumorzellen auch dem Perforin-vermittelten Zytotoxizitatsmecha-
nismus der T-Effektorzellen entkommen. Die Anhaufung weiterer Mutationen und die synergistische Produktion
immunmodulatorischer Zytokine konnten fiir die Etablierung einer immunologischen Toleranz und damit
einhergehend fir die Tumorprogression und Absiedelung der Zellen in sekundare Organe verantwortlich sein.

TAA: Tumor-assoziierte Antigene; MHC: Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex)
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Fiur die haufig zu beobachtende Resistenz gegeniber CD95-vermittelter Apoptose in Tumor-
zellen kommen im Wesentlichen zwei verschiedene Arten der Fehlregulation in Betracht. Hierzu
gehodren die Modulation der Rezeptorexpression und die Beeinflussung des Rezeptor-Signal-
Ubertragungswegs. Bei ca. 39 % aller kolorektalen Neoplasien wurde eine Herunterregulierung
oder der Verlust der CD95-Rezeptorexpression nachgewiesen (Moller et al., 1994). Bei einer
Reihe anderer Tumore kann eine SpleiBvariante des CD95-Rezeptors, die zur Bildung einer
I6slichen Form des Rezeptors fiihrt, nachgewiesen werden (Cheng et al., 1994; Midis et al.,
1996). Die kompetitive Bindung dieser antagonistischen Rezeptorvariante an das von aktivierten
T-Zellen und NK-Zellen gebildete CD95L-Protein kénnte somit bewirken, dass CD95-sensitive
Tumorzellen nicht mehr durch CD95L-exprimierende Effektorzellen eliminiert werden kénnen.
Darlber hinaus weisen einige Kolonkarzinome eine Expression des ,Kdderrezeptors 3“ (decoy
receptor, DcR3) auf, der CD95L auf zytotoxischen Effektorzellen neutralisiert (Pitti et al., 1998).
Des Weiteren exprimieren einige Tumorzellen die Protein-Tyrosin-Phosphatase FAP-1, welche
die Signalweiterleitung des CD95-Rezeptors inhibiert (Li et al., 2000), oder das Sentrin-Protein,
das mit der D-Domane des CD95-Rezeptors und dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym UBC9
assoziiert und so moglicherweise CD95-Rezeptormolekiile der Degradierung durch das Ubiquitin-
Proteasomen-System zufiihrt (Okura et al., 1996.; Gong et al., 1997; Becker et al., 1997). Eine
weitere Moglichkeit der Deregulation der CD95-Rezeptorkaskade besteht in einer reduzierten
oder induzierten Synthese einzelner Regulatormolekiile der CD95-Signalkaskade. Beispielsweise
konnte in Kolonkarzinomen eine Herabregulierung der Caspase-1- oder Caspase-8-Expression
und eine verstarkte Expression des c-FLIP -Proteins nachgewiesen werden (Jarry et al., 1999;
Ozoren et al., 2000). Somit wird deutlich, dass Tumorzellen eine breite Palette von Mechanismen
entwickelt haben, um der CD95-vermittelten Eliminierung durch Immunzellen zu entkommen, die
auch die Expression von Proteinen umfasst, die in normalen Zellen fiir die Regulation der
Apoptosesensitivitat verantwortlich sind. Dariber hinaus produzieren Kolonkarzinome und eine
Vielzahl anderer Tumore TGF-$ (Coffey et al., 1986). Die Syntheserate dieses Zytokins nimmt mit
der Tumorprogression zu (Moretti et al., 1997). Die Wirkungsweise von TGF-f beruht auf der
Inhibition der Granzym- und Perforin-mRNS-Synthese und damit der Produktion der lytischen
Effektormolekiile zytotoxischer T-Zellen (Smyth et al., 1991). Granzym A und B weisen eine
Caspase-1-ahnliche Aktivitat auf (Irmler et al., 1995; Quan et al., 1995). Daher ware es mdglich,
dass sich Tumorzellen selbst nach erfolgter Ausschittung dieser Zytokine durch eine fehlende
oder abnorme Expression von Komponenten der Signalskaskade, die durch Caspase-1 aktiviert
werden, vor den zytotoxischen ,Waffen“ des Immunsystems schiitzen kénnten.

Aus diesen Uberlegungen geht hervor, dass Tumorzellen, die sich den initialen Eliminierungs-
mechanismen des Immunsystems entziehen konnten, infolge ihrer fortschreitenden Entartung
weitere Mutationen anhdufen kénnten. Kolorektale Karzinome und eine Vielzahl anderer Tumore
weisen eine verstarkte Expression des Apoptose-hemmenden Bcl-2-Onkoproteins auf (Hague et
al., 1994). Dies geht haufig einher mit einer Herabregulierung der Expression der Apoptose-
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induzierenden Mitglieder der Bcl-2-Familie Bax oder Bak (Krajewska et al., 1996; Rampino et al.,
1997), welche die Aktivitat der anti-apoptotischen Familienmitglieder regulieren. Folglich spielt
das molekulare Verhaltnis von pro- und anti-apoptotischen Molekilen dieser Familie eine
wichtige Rolle bei der Determinierung der Apoptosesensitivitdt der Tumorzelle.

Bei mindestens 50 % aller Krebserkrankungen beim Menschen liegt auerdem eine Mutation im
p53-Gen vor. Dieser Verlust der p53-Funktion geht mit einer ausgepragten Metastasierungs-
disposition einher (als Ubersichtsartikel s. Levine, 1997 ). Dieses Protein akkumuliert normaler-
weise infolge von DNS-Schadigungen und I6st ein Anhalten des Zellzyklus in der spaten G;-
Phase aus. Verlauft die DNS-Reparatur erfolgreich, kann die Zelle den Zellzyklus fortsetzen. In
Tumorzellen mit mutiertem p53-Protein unterbleibt eine Arretierung des Zellzyklus und damit die
Méglichkeit zur Reparatur der DNS-Schaden. Darliber hinaus spielt das p53-Protein, das als
Transkriptionsfaktor die Expression einer Reihe von Genen kontrolliert, die an der Regulation des
Zellzyklus beteiligt sind, auch eine wichtige Rolle bei der Apoptoseinduktion. So wird
beispielsweise die Transkription des pro-apoptotischen Bax-Gens der Bcl-2-Familie direkt durch
p53 reguliert (Goldwasser et al., 1996). Es existieren auch Hinweise darauf, dass p53 eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Expression der Proteine spielen kdnnte, welche die
Funktion der IAPs (inhibitors of apoptosis) kontrollieren (Brodsky et al., 2000). Letztere wiederum
regulieren die Aktivitat der Caspasen. Des Weiteren gibt es Anhaltspunkte, dass p53 in die Ausl6-
sung der Apoptose Uber den CD95-Rezeptor involviert ist, da eine Mutation des p53-Proteins mit
der Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose korreliert. Durch die Transfektion von Wildtyp-p53
in Kolonkarzinomzellen mit mutiertem p53 konnte die Sensitivitdt gegentber CD95-induzierter
Apoptose wiederhergestellt werden (Tamura et al., 1995). In kolorektalen Neoplasien wird zudem
haufig beobachtet, dass eine anfanglich erhdhte Expressionsrate des Bcl-2-Proteins im Verlauf
der Tumorprogression abnimmt, einhergehend mit dem Auftreten von p53-Mutationen (Watson et
al., 1996). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass in kolorektalen Karzinomen und einer
Reihe anderer Tumore eine deregulierte Expression des c-myc-Protoonkogens im direkten
Zusammenhang mit einer gesteigerten Zellproliferationsrate steht (Spencer und Groudine, 1991;
Green, 1997).
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5.2 Konventionelle Chemotherapie und das CD95/CD95L-System:
ein zweischneidiges Schwert

Die derzeitige Behandlung von metastasierenden Kolonkarzinomen umfasst vor allem adjuvante,
d.h. im Anschluss an eine chirurgische Entfernung des Primartumors einschlief3lich der regio-
nalen Lymphknoten durchgefiihrte Chemotherapie. Die Uberlebensrate der Patienten kann vor
allem durch die Behandlung mit dem Antimetabolit 5-Fluorurazil (5-FU) erhéht werden, der daher
in Kombination mit Leukovorin oder Levamisol regular flir die Therapie von kolorektalen Neo-
plasien eingesetzt wird. Das Pyrimidin-Analog 5-FU wird in vivo in Fluordesoxyuridylat
(5-F-dUMP) umgewandelt und hemmt die Aktivitat des Enzyms Thymidylat-Synthase irreversibel.
Dieses Enzym katalysiert normalerweise die Umwandlung der Pyrimidin-Vorstufe Desoxythymi-
dinmonophosphat (dTMP), einer Nukleotidvorstufe des Thymidintriphosphat (dTTP), das fir die
DNS-Synthese essentiell ist. Als Substrat flir die Synthese von dTMP dient Desoxyuridinmono-
phosphat (dUMP). 5-F-dUMP ist ein Analogon des dUMP und verhindert durch die Hemmung der
Thymidylat-Synthase den Nukleotid-Stoffwechsel und damit die DNS-Synthese. Chemothe-
rapeutika lassen sich nach ihrer Wirkungsweise in DNS-schadigende Substanzen (Zyklo-
phosphamid, Cisplatin, Doxorubizin, Bleomyzin), Antimetabolite (Methotrexat, 5-FU), Inhibitoren
der mitotischen Funktionen (Vinkristin), Nukleotid-Analoga (6-Merkaptopurin) oder Topoiso-
merase-Inhibitoren (Etoposid) einteilen. Ein Grofteil dieser Substanzen besitzt sekundar auch
eine Apoptose-induzierende Wirkung, die in den meisten Fallen auf einer Induktion der
Expression des CD95-Rezeptors und des CD95L-Proteins auf den Tumorzellen beruht (Dive et
al., 1992). Beispielsweise flihren Bleomyzin, Doxorubizin und Cisplatin zu einer starken Induktion
der CD95L-Expression (Muller et al., 1997; Fulda et al., 1997). Ebenso wird die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, die im Verlauf von nekrotischem Zelltod entstehen, fiir eine Induktion der
CD95L-Expression verantwortlich gemacht (Hug et al., 1997). Somit kann die chemothera-
peutisch induzierte Expression des CD95/CD95L-Systems ein Absterben der Tumorzellen durch
die gegenseitige CD95/CD95L-Interaktion zwischen den Krebszellen auslésen.

Allerdings kénnen Tumore Resistenzen gegen Chemotherapeutika ausbilden, an denen die
Expression von ,multiple drug resistance (MDR)“-Genen (Baldini, 1997) oder die Entwicklung
einer Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose beteiligt sind. In diesem Fall unterbleibt
eine gegenseitige Eliminierung der Tumorzellen, die jedoch infolge der induzierten Expression
des CD95L-Proteins dann Uber eine ,Waffe* verfligen wirden, mit der sie im Sinne des postu-
lierten Gegenangriff-Mechanismus aktiv Immuneffektorzellen eliminieren und auf diese Weise
eine Immuntoleranz gegenlber Krebszellen hervorrufen kénnten. Somit zeigt sich, dass kon-
ventionell zur Behandlung maligner Tumore eingesetzte Chemotherapeutika neben einer
erwiinschten, Tumor-eliminierenden Wirkung, auch einen kontraren Effekt, der die Tumor-
progression fordert, hervorrufen kénnen.
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5.3 Ausblick und Entwicklung eines Therapieansatzes mit dem anti-
apoptotischen Protein c-FLIP.

Die anti-apoptotische Wirkungsweise des c-FLIP -Proteins konnte in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen werden und gilt infolge der Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen mittlerweile
als gesichert. Die Untersuchungen von Kolonkarzinomzelllinien und die Ergebnisse der
Kokultivierungsstudien deuten in vitro auf eine Beteiligung des CD95L-Proteins an einer direkten
Abtétung von T-Zellen hin und konnten zeigen, dass T-Zellen durch eine starke konstitutive
Expression des c-FLIP -Proteins vor der Abtétung durch die Kolonkarzinomzellen geschitzt
werden kénnen. Aufgrund der bisher kontroversen Ergebnisse von in vivo-Versuchen missten
fortflhrende Untersuchungen mit einem geeigneten Tiermodell zunachst eindeutig klaren,
inwieweit der postulierte Mechanismus eines ,Gegenangriffs“ des Tumors auf TIL auch in vivo
eine Rolle spielt. Einen ersten Aufschluss (ber die in vivo-Situation kdnnte eine Untersuchung
der Expression des CD95L-Proteins in frischen Tumorresektaten geben.

In weiteren Arbeiten muss aullerdem Uberprift werden, ob die Etablierung eines effektiven
Schutzes von T-Zellen durch eine rekombinante Expression des c-FLIP -Proteins auch in vivo
bestatigt werden kann. Um dies aufzuklaren, misste der Effekt einer rekombinanten, starken
Uberexpression des humanen c-FLIP -Proteins, das eine starke Homologie zu dem c-FLIP.-
Protein der Maus zeigt, in einer T-Zelllinie der Maus mit einem geeigneten Tiermodell mit einer
Tumorzelllinie, die das CD95L-Protein exprimiert, analysiert werden. Fir die Transduktion der
Zellen kdnnten die in dieser Arbeit hergestellten amphotropen retroviralen Verpackungszelllinien
genutzt werden.

Erste Hinweise auf eine mogliche Expression zusatzlicher Molekile der TNF-Familie in Kolon-
karzinomzellen gab der Nachweis des TRAIL-Transkripts in der ,RT-PCR’-Analyse. Interessant
ware es daher aufzuklaren, ob Tumorzellen auch weitere Molekiile der TNF-Familie fir eine
direkte Abtotung von T-Zellen nutzen. Da bereits durch andere Arbeitsgruppen gezeigt werden
konnte, dass c-FLIP,_ auch die Signalkaskade der TRAIL-Rezeptoren blockieren kann, konnte
eine rekombinante Expression des c-FLIP -Proteins moglicherweise eine wichtige Interventions-
moglichkeit darstellen, mit der die Apoptoseinduktion in T-Effektorzellen blockiert werden kann.

Bisherige immuntherapeutische Ansatze zielen vor allem auf eine Verstarkung der Immuno-
genitat von Tumoren ab, um eine effiziente Eliminierung der Tumorzellen durch T-Effektorzellen
zu induzieren. Des Weiteren werden Versuche unternommen, die CD95-Sensitivitat in Tumor-
zellen wiederherzustellen. Aus der entwickelten Modellvorstellung der Tumorentstehung und
-progression geht hervor, dass die Expression von CD95L auf Tumorzellen einen bisher unbe-
kannten Einfluss auf den Dialog zwischen dem Tumor und dem Immunsystem ausiiben konnte.
Daher wird das Resultat eines moglichen ,Gegenangriffs® der Tumorzellen gegen die Tumor-
spezifischen Effektorzellen durch das relative Verhaltnis von Tumorzellen:T-Zellen bestimmt
werden. Ziel einer Immuntherapie muss es also sein, eine gezielte Vermehrung zytotoxischer
T-Zellen zu erzielen. Da nachgewiesen werden konnte, dass aktivierte T-Zellen zunachst Apop-
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tose-resistent sind, dann jedoch einen Apoptose-sensitiven Phanotyp zeigen, der mit einer
herabregulierten Expression des c-FLIP_ Proteins korreliert (s. 1.2.4), kdnnte es Ziel einer
Immuntherapie sein, Tumor-spezifische T-Zellen zu generieren und anzureichern, die das
c-FLIP_-Protein in stabiler Weise und hoher Expressionsstarke bilden. Ein Problem konnte hierbei
jedoch das Risiko der Entwicklung von T-Zell-Lymphomen darstellen, da das CD95/
CD95L-System auf aktivierten T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Beendigung einer Immun-
reaktion durch die Eliminierung aktivierter, Uberschissiger T-Zellen spielt (s. 1.2.2). T-Zellen
hingegen, die eine konstitutive Expression des c-FLIP -Gens aufweisen, waren gegen diesen Eli-
minierungsmechanismus resistent und kénnten proliferieren. Somit kénnte sich ein genthera-
peutischer Ansatz auf eine transiente Blockierung der Apoptosesensitivitdt von T-Zellen, bei-
spielsweise durch eine regulierbare Expression des c-FLIP -Proteins, fokussieren. Um dies zu
erzielen, ware es denkbar, Vektoren zu benutzen, die neben der c-FLIP, -cDNS die kodierenden
Sequenzen fir das Enzym Thymidin-Kinase (TK) tragen. Durch die Einschleusung derartiger
Vektoren in T-Zellen von Tumorpatienten kénnten im Falle einer méglichen Lymphomentwicklung
durch die Verabreichung der Substanz Ganzyklovir alle modifizierten T-Zellen, die zusatzlich das
TK-Gen tragen, abgetotet werden. Derartige gentherapeutische Ansatze mit einer viralen
Einschleusung des TK-Gens werden bereits fur die induzierte Abtétung von Krebszellen und bei
Transplantationen zur Vermeidung einer TransplantationsabstoRungsreaktion (,Graft-versus-
Host-Disease*) erfolgreich eingesetzt (Bordignon et al., 1995 ; Engelmann et al., 1999).

Dabei gilt jedoch zu bedenken, dass ein derartiger immuntherapeutischer Ansatz sich nicht auf
die Behandlung solider Tumore richten kann, sondern auf die Eliminierung metastatischer
Absiedelungen von Krebszellen sowie von Tumorzellen, die nach der operativen Entfernung des
Primartumors im Korper verblieben sind (,minimal residual disease“) und potentiell zu einem
moglicherweise weitaus aggressiveren Sekundartumor auswachsen konnten.



6 Zusammenfassung 134

6 Zusammenfassung

CD95 ist ein Zelloberflachenrezeptor, der zur Subfamilie der ,Todesrezeptoren der Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R)-Familie gehért. Durch extra- oder intrazellulare Todessignale
wird die Zusammenlagerung der einzelnen Rezeptormolekile in der Zellmembran induziert.
Diese Aggregation der CD95-Monomere miindet in die Ausbildung eines Zelltod-induzierenden
Signalkomplexes (,DISC*) und aufeinanderfolgende Aktivierungen von Caspasen, die letztendlich
in der Vollstreckung des intrinsischen Zelltodprogramms resultieren. Zellen kdnnen
moglicherweise unterschiedlichen Zelltypen (Typ-l und Typ-ll) zugeordnet werden, die sich
hinsichtlich der Ausbildung eines ,DISC* und damit der Aktivierung des Schliisselmolekils
Caspase-8 in der Signalkaskade des CD95-Rezeptors unterscheiden. Typ-I-Zellen sind durch die
Formierung eines ,DISC* und die Aktivierung von Caspase-8 am CD95-Rezeptor charakterisiert.
Typ-ll-Zellen hingegen weisen einen Defekt in der Ausbildung des ,DISC* auf. In diesem Zelltyp
wird die Apoptose moglicherweise durch die Aktivierung eines mitochondrialen Signal-
Ubertragungswegs eingeleitet, der in einer verzogerten Aktivierung von Caspase-8 und der
nachfolgenden Caspasen resultiert. Demzufolge weisen Zellen der beiden Kategorien deutliche
Abweichungen im zeitlichen Verlauf der Apoptose auf.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die lange Variante des zellularen
,FLICE-inhibitory proteins’, c-FLIP., eine Schliisselfunktion in der Kontrolle der CD95-vermittelten
Apoptose Ubernimmt, indem es die Aktivierung der Initiator-Caspase der CD95-Signalkaskade,
Caspase-8, blockiert. Die rekombinante Expression des c-FLIP -Proteins in den T-Zelllinien H9
und Jurkat, die als Typ-I-Zellen (H9) und Typ-lI-Zellen (Jurkat) klassifiziert werden, zeigte, dass
die Apoptosesensitivitat der T-Zellen in direkter Abhangigkeit zu der relativen Expressionsstarke
des Proteins steht. Somit konnte eine anti-apoptotische Wirkungsweise des c-FLIP -Proteins
bewiesen werden.

Um experimentell ein apoptotisches Signal in den T-Zelllinien zu induzieren, wurde ein
agonistischer Anti-CD95-Antikorper und rekombinantes CD95L-Protein eingesetzt. In Studien mit
dem Antikdrper konnte in H9-Zellen eine direkte Induktion der Apoptose in Ubereinstimmung mit
der postulierten Rezeptor-nahen Aktivierung von Caspase-8 beobachtet werden. Im Unterschied
dazu wiesen Jurkat-Zellen einen verzogerten Apoptoseverlauf auf. Bei Stimulierung der Zellen
mit rekombinantem, |6slichem CD95L-Protein hingegen wurde im Vergleich zu den Ergebnissen
mit dem agonistischen Antikdrper ein kontrares Apoptoseverhalten der beiden Zelllinien
beobachtet. Darliber hinaus wurden mit dem rekombinanten CD95L-Protein drastische
Unterschiede in der Apoptosesensitivitat von H9- und Jurkat-Zellen festgestellt, die mdglicher-
weise auf unterschiedliche Signaltransduktionswege des CD95-Rezeptors in diesen T-Zelllinien
hindeuten kénnten. Es zeigte sich jedoch, dass in Typ-I- und Typ-II-T-Zelllinien unabhangig vom
eingesetzten Apoptosestimulans die Apoptosesensitivitat durch die Uberexpression des c-FLIP,-
Proteins beeinflusst werden kann.
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In Untersuchungen der CD95L-Proteinexpression in Kolonkarzinomzelllinien konnte nach-
gewiesen werden, dass Primartumor- und Metastasenzelllinien konstitutiv funktionelles CD95L-
Protein synthetisieren. Die Ergebnisse der Koinkubationsversuche mit der Primartumorzelllinie
SW480 und der Metastasenzelllinie SW620 lassen die Schlussfolgerung zu, dass Kolonkarzinom-
zellen in vitro die Abtotung CD95-sensitiver T-Zellen induzieren kdénnen. Es konnte ferner in
Versuchen mit einem antagonistischen Anti-CD95-Antikoper gezeigt werden, dass ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Expression des CD95L-Proteins durch die Kolonkarzinomzellen
und der CD95-vermittelten Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien besteht.

Dieses Fazit wird durch folgende Resultate untermauert, die fir die Beteiligung von CD95L an
der Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien H9 und Jurkat sprechen:

1. H9-Zellen weisen in Kokultivierungen mit den Kolonkarzinomzelllinien eine geringere
Apoptosesensitivitat auf als Jurkat-Zellen. Dieses Apoptoseverhalten konnte auch in
Versuchen beobachtet werden, in denen die Apoptose mit rekombinantem CD95L-Protein
stimuliert wurde.

2. Die rekombinante, starke Expression des c-FLIP_-Proteins in T-Zellen verleiht diesen in
Gegenwart der Kolonkarzinomzelllinien eine deutliche Resistenz gegentiber Apoptose.

3. Durch Vorbehandlung der T-Zellen mit einem antagonistischen Anti-CD95-Antikérper wird
in anschlieBenden Kokultivierungen mit den Kolonkarzinomzelllinien SW480 und SW620
eine verringerte Apoptosesensitivitat der T-Zellen erzielt.

Darlber hinaus konnte bei vergleichenden Untersuchungen der kolorektalen Primartumorzelllinie
SW480 und der Metastasenzelllinie SW620 festgestellt werden, dass die Metastasenzelllinie
neben einem gesteigerten Proliferationsverhalten durch eine stark herabregulierte Expression
des CD95-Rezeptors charakterisiert ist. Die Primartumorzelllinie hingegen weist trotz starker
Expression des Rezeptors nur eine geringe Apoptosesensitivitat auf. Somit konnte die
Etablierung einer Resistenz gegeniber CD95-vermittelter Apoptose gefolgt von einer Herunter-
regulierung bzw. dem Verlust der CD95-Rezeptorexpression eine Voraussetzung fir die
anschlieBende Induktion der konstitutiven Expression des CD95L-Proteins darstellen und
einhergehend mit der Akkumulation weiterer Mutationen eine wichtige Rolle bei der Progression
und Metastasierung von Kolonkarzinomen spielen. Mit dem Nachweis der anti-apoptotischen
Wirkungsweise des c-FLIP_-Proteins kdnnte sich ein gentherapeutischer Ansatz fir die Behand-
lung von Kolonkarzinomen, die das CD95L-Protein exprimieren, auf die Blockierung der
Apoptosesensitivitat von T-Zellen durch eine rekombinante Uberexpression des c-FLIP_-Proteins

fokussieren.
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8.1 Abkirzungen

A
AICD
ATCC
AP
APS

Bisacrylamid (Bis)

BrdU
BSA

CD95L

cDNS (cDNA)
CDP*

c-FLIP

Cmv
CRD
CTL
D-Domane (DD)

DE-Doméne (DED)

DISC
DMEM
DMSO
DNS (DNA)
DTT
ECACC

E. coli
EDTA
ELISA
FACS
FADD
FITC

FKS (FCS)
FLICE

xg
LB-Medium
LNGFR

LTR

MCS

MHC

MoMLV

MRNS (mRNA)
Neo

NK-Zellen

oD

PAGE

Absorption

durch Aktivierung induzierter Zelltod (activation-induced cell death)
American Type Culture Collection

Alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

N,N’-Methylenbisacrylamid

Brom-2’-Desoxy-Uracil-5’-Triphosphat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CD95-Ligand

komplementare DNS (complementary DNA)
Disodium-2-Chloro-5-(4-Methoxyspiro[1,2-Dioxetan-3,2’(5’-Chloro)-Tricyclo
[3.3.1.1>"]decan]-4-yl-Phenylphosphat

cellular FLICE (FADD-like interleukin-153 converting enzyme)-inhibitory
protein

Cytomegalovirus

Cystein-reiche Domane

zytotoxische(r) T-Lymphozyt(en) (cytotoxic T-lymphocyte)
Todesdomane (death domain)

death effector domain

Zelltod-induzierender Signalkomplex (death-inducing signaling complex)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)

Dithiothreitol

European Collection of Cell Cultures

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

enzyme-linked immunosorbent assay

fluorescence activated cell sorter

Fas-associated protein with a death domain
Fluorescein-Isothiocyanat

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FADD-like interleukin-1 converting enzyme

Erdbeschleunigung (gravity)

Luria-Bertani-Medium

Niedrig-affiner Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptors

(low-affinity nerve growth factor receptor)

long terminal repeat

Multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex)
Moloney Maus Leukamievirus

Boten-RNS (messenger RNA)

Neomycinphosphotransferase

Naturliche Killerzellen

Optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBL Periphere Blutlymphozyten

PBS phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

Pl Propidiumiodid

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

PMSF Phenylmethansulfonyl-Fluorid

POD Peroxidase

PS Phosphatidylserin

PVDF Polyvinyliden-Difluorid

rCD95L rekombinantes CD95-Ligand-Protein

RNase Ribonuklease

RNS Ribonukleinsaure

RPMI Rothwell Park Memorial Institute

RT reverse Transkription oder Raumtemperatur

SV40 Simianvirus 40

TAA Tumor-assoziiertes Antigen

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer

TGF-B transformierender Wachstumsfaktor-3 (transforming growth factor-f3)
TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten (tumor-infiltrating lymphocytes)
TK Thymidin-Kinase

TNF(-R) Tumor-Nekrose-Faktor(-Rezeptor)

TMB 3,3,5,5'-Tetramethyl-Benziden

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 20 Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

U Enzymeinheit (Unit)

uT untranslatierte Region oder untransduziert

uv Ultraviolett

X mal oder transduziert mit

8.2 Vergleich der Protein-Sequenzen von FLIP-Proteinen und Caspase-8

Dargestellt ist ein Vergleich der Aminosauresequenzen des humanen c-FLIP-Proteins (hc-FLIP)
und des c-FLIP-Proteins der Maus (mc-FLIP) mit dem v-FLIP des Pferdeherpesvirus 2 (EHV2)
und Caspase-8. Aminosaure-ldentitdten von > 50 % sind schwarz unterlegt. Nicht-homologe

Aminosaurebereiche sind durch einen Punkt (.) dargestellt.

Die Aminosauren, die das katalytische Zentrum des Caspase-8-Proteins bilden (Histidin:

Aminosaureposition 317; Glycin: Aminosaureposition 318; Cystein: Aminosaureposition 360),

wurden eingerahmt und mit einem Stern gekennzeichnet. Im Gegensatz zu Caspase-8 besitzt

c-FLIP_ keine proteolytische Aktivitat. Dies beruht auf dem Austausch der Aminosauren Histidin

und Cystein der katalytischen Triade des Caspase-8-Proteins durch die Aminosauren Arginin
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(Aminosaureposition 117 in hc-FLIP) bzw. Leucin (Aminosaureposition 117 mc-FLIP) und Tyrosin
(Aminosaureposition 360 in hc-FLIP und mc-FLIP). Der Beginn und das Ende der DE-Domaéanen
und der Untereinheiten (UE) der Caspasen-Domane sind gekennzeichnet.

: DE-Doméne |
v-FLIP (EHV2) ..... HYSMIDTYFSHEMETRT Yy [BBRWLLKNK . . GEFQCTRAFKEMSDYACIHAAN . . . OMIBIERWCE 65
hc-FLIP, ... EVIHQVE BDERE el e AIDV...VPPNVRIMLDIWREARGKIEVGD. . . 'RVRR
mc-FLIP, MAQSPVEAEVIHQVERCIMEE MMillE @RV TENL . . . AAPN LDSHWS@RGOMEFAT . . . VR RIS
Caspase-8 ....MDFSRNLYDIGEOMBSEDLASLKFLSL|EY I PORKQEPIKDALMBFORBORKRMMEE SNLSFIBKIRIRIFR TN 71

_ j——————— DE-Dominelll

v-FLIP (EHV2) L{sl@I FGQ.TWTPDSCPR. . YYMPICSPFRCIMMALVNDFI®S DKEWEEMYIMRCAPRLESHLEPGSK| AS 137

hc-FLIP, Fine KMDRKAVETHLL. . RNPHLVSD| MAEMGERDIBDK SDIY S TBEMKDYMGR . Gl T SKE vV 136

mc-FLIP, DL KTDKATVEDHLR. . RNPHLVSD| LMEMGESIEDOND\YS TRDYTGR . GINIAKD| VI 141
K MNT

L
Caspase-8 LIp)RRTTYIENT . RKEEMERELQTPGRAQT MLYQMSI#EVSRSELREF LOEEISK.C§LDDD IFI 144

v-FLIP (EHV2) LiBDIRERL.GGRKIRT FIRRHLIRT TGS VKNL@V 171
hc-FLIP; INIEVAPROMD LIRE K CIRK NI HINT [BIFK T KIOKMKOSVOGAGTSYRNVLQAAIQK SLKDPSNNFRLHNGREKE 210
mc-FLIP;, NIRTAS|BOIEN TIRE K CIK NEIHIY T BN T TQOSSQGA.RSNMNTLQASLPKLSIK. ..YNSRLONGREKE 212
Caspase-8 RVILGEGKMDIBKRVCAQMNK . SMLKIBMNDMEEFS . . . . . ..ottt it iii e KERSSSLEGEPD 194

hc-FLIP, QRLKEQLGAQQEPVKKEIQMSEAFLPQSIPEE | LETOMBIDCIGNE. . ........ TELLRDTFTSLG 275
mc-FLIP, PREFVEYRDSQRTLVKTSIQRSGAFLPPHIREET] 10] LETOMMIDCIGND. . ........ TKYLQETFTSLG 277
Caspase-8 EFSNGEELCGVMTISDEPRIBODSESQ. . TLDKVMOMK] YOQRINNHNFAKAREKVPKLHSIRDRNGTHLDA 267

groBBe UE der Caspasen-Doméne Ewe

hc-FLIP, YEVOKFLH........... LSMHGEMSOMLGOFACMPEHRDYRSHVEVLVSREGSQSVY] OTHSGLPLHHIRRM 339
mc-FLIP, YHIQLFLF........... PKSHDMTOMVRRYASMAQHQDY|RSIHAGVLVSLEGCSQSM OVHSGFSLDHVKNM 341

Caspase-8 GALTTTFEELHFEIKPHDDCTVEQMYEMLKIYQL MDHSNMBCRI®CTIIEHEDKGIIYETIRGOEP. .PIYELTSQ 339
I
* ]
hc-FLIP, FIUGCIRISC PML) NYVVSEGQLEDSSLI GPAMKNVEFKAQKRGLCTVHRIMBFFWSLCTADMSLLE 414
mc-FLIP; FENGIUEC PRL) i NYESLGSQLEDSS . I GPSIKNVDSKPLQPRHCTTHPIWNRIFWSLCTADVSHLE 415
Caspase-8 FRNGIH St ACOGDN. . YOKGIPVITRSEEQPYLEMDLSSPQTRY I PDI#RFLLGMATVNNCVSY 412
kleine UE der Caspasen-Domane :
hc-FLIP, QSHSSPSLMLECHSEKIROERKEPLLELHIE@NGYMYDWNSRVSAR. . EKYYVWLQHINMVSNI I L.SYT 480
mc-FLIP; KPSSSSSVMLEKISEOMKOGRRIAP LV LHVEMMDKVYAWNSGVSSH . . EKYSLSLOHINMANGEN T LAPT 481
Caspase-8 RNPAEGTWMI®S SHRERCPS . GDIBI LT IMTEVNYEVSNKDDKISNMGKOMPQP T iV E'PSD 479

8.3 cDNS- und Protein-Sequenz der klonierten c-FLIP_-cDNS

In der Sequenz sind die eingeflihrten Sal I- und Bgl! ll-Restriktionsenzymerkennungssequenzen
kursiv dargestellt. Die Konsensussequenz der Kozak-Translationsinitiationsstelle wurde fett ge-
druckt. Das Start- und Stop-Kodon wurde schwarz umrahmt. Die am 3’ Ende des offenen Lese-
rahmens von c-FLIP_ angefligte c-myc-Peptidsequenz wurde schwarz, die fir die Klonierung ver-
wendeten Primer grau unterlegt.
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1 GIC GAC GCC ACC|ATG|TCT GCT GAA GIC ATC CAT CAG GTT GAA GAA GCA CTT GAT ACA GAT 60
1 M s A E v I H ¢ VvV E E A L D T D 16

61 GAG AAG GAG ATG CTG CTC TTT TTG TGC CGG GAT GTT GCA ATA GAT GTG GTT CCA CCT AAT 120

17 E K E M L L F L C R D \Y% A I D \Y% \Y% P P N 36
121 GTC AGG GAC CTT CTG GAT ATT TTA CGG GAA AGA GGT AAG CTG TCT GTC GGG GAC TTG GCT 180
37 \Y% R D L L D I L R E R G K L S \Y% G D L A 56

181 GAA CTG CTC TAC AGA GTG AGG CGA TTT GAC CTG CTC AAA CGT ATC TTG AAG ATG GAC AGA 240
57 E L L Y R v R R F D L L K R I L K M D R 76

241 AAA GCT GTG GAG ACC CAC CTG CTC AGG AAC CCT CAC CTT GTT TCG GAC TAT AGA GTG CTG 300
77 K A \Y% E T H L L R N P H L \Y% S D Y R \Y% L 96

301 ATG GCA GAG ATT GGT GAG GAT TTG GAT AAA TCT GAT GTG TCC TCA TTA ATT TTC CTC ATG 360

97 M A E I G E D L D K S D \Y% S S L I F L M 116
361 AAG GAT TAC ATG GGC CGA GGC AAG ATA AGC AAG GAG AAG AGT TTC TTG GAC CTT GTG GTT 420
117 K D Y M G R G K I S K E K S F L D L v Y% 136

421 GAG TTG GAG AAA CTA AAT CTG GTT GCC CCA GAT CAA CTG GAT TTA TTA GAA AAA TGC CTA 480
137 E L E K L N L v A P D Q L D L L E K C L 156

481 AAG AAC ATC CAC AGA ATA GAC CTG AAG ACA AAA ATC CAG AAG TAC AAG CAG TCT GTT CAA 540
157 K N I H R I D L K T K I Q K Y K Q S \Y% Q 176

541 GGA GCA GGG ACA AGT TAC AGG AAT GTT CTC CAA GCA GCA ATC CAA AAG AGT CTC AAG GAT 600

177 G A G T S Y R N \Y% L Q A A I Q K S L K D 196
601 CCT TCA AAT AAC TTC AGG CTC CAT AAT GGG AGA AGT AAA GAA CAA AGA CTT AAG GAA CAG 660
197 P S N N F R L H N G R S K E Q R L K E Q 216
661 CTT GGC GCT CAA CAA GAA CCA GTG AAG AAA TCC ATT CAG GAA TCA GAA GCT TTT TTG CCT 720
217 L G A Q Q E P v K K S I Q E S E A F L P 236

721 CAG AGC ATA CCT GAA GAG AGA TAC AAG ATG AAG AGC AAG CCC CTA GGA ATC TGC CTG ATA 780
237 Q S I P E E R Y K M K S K P L G I C L I 256

781 ATC GAT TGC ATT GGC AAT GAG ACA GAG CTT CTT CGA GAC ACC TTC ACT TCC CTG GGC TAT 840

257 I D C I G N E T E L L R D T F T S L G Y 276
841 GAA GTC CAG AAA TTC TTG CAT CTC AGT ATG CAT GGT ATA TCC CAG ATT CTT GGC CAA TTT 900
2717 E v Q K F L H L S M H G I S Q I L G Q F 296

901 GCC TGT ATG CCC GAG CAC CGA GAC TAC GAC AGC TTT GTG TGT GTC CTG GTG AGC CGA GGA 960
297 A C M P E H R D Y D S F \Y% C \Y% L v S R G 316

961 GGC TCC CAG AGT GTG TAT GGT GTG GAT CAG ACT CAC TCA GGG CTC CCC CTG CAT CAC ATC 1020
317 G S Q S \Y% Y G v D Q T H S G L p L H H I 336

1021 AGG AGG ATG TTC ATG GGA GAT TCA TGC CCT TAT CTA GCA GGG AAG CCA AAG ATG TTT TTT 1080

337 R R M F M G D S C P Y L A G K P K M F F 356
1081 ATT CAG AAC TAT GTG GTG TCA GAG GGC CAG CTG GAG GAC AGC AGC CTC TTG GAG GTG GAT 1140
357 I Q N Y 4 \Y% S E G Q L E D S S L L E v D 376

1141 GGG CCA GCG ATG AAG AAT GTG GAA TTC AAG GCT CAG AAG CGA GGG CTG TGC ACA GTT CAC 1200

377 G P A M K N \Y% E F K A Q K R G L C T v H 396
1201 CGA GAA GCT GAC TTC TTC TGG AGC CTG TGT ACT GCG GAC ATG TCC CTG CTG GAG CAG TCT 1260
397 R E A D F F W S L C T A D M S L L E Q S 416

1261 CAC AGC TCA CCA TCC CTG TAC CGG CAG TGC CTC TCC CAG AAA CTG AGA CAA GAA AGA AAA 1320
417 H S S P S L Y R Q C L S Q K L R Q E R K 436

1321 CGC CCA CTC CTG GAT CTT CAC ATT GAA CTC AAT GGC TAC ATG TAT GAT TGG AAC AGC AGA 1380
437 R P L L D L H I E L N G Y M Y D w N S R 456

1381 GTT TCT GCC AAG GAG AAA TAT TAT GTC TGG CTG CAG CAC ACT CTG AGA AAG AAA CTT ATC 1440

457 \Y% S A K E K Y Y \Y% w L Q H T L R K K L I 476
1441 CTC TCC TCT 1494
477 L S 491
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8.4 Vektorkarte und cDNS-/Protein-Sequenz der klonierten LNGFR-cDNS

Als Ausgangsvektor fur die Amplifikation des niedrig-affinen Nerven-Wachstumsfaktor-Rezeptors
(low affinity nerve growth factor receptor, LNGFR) wurde das Plasmid pLDNS-TK-opa, das auf
dem retroviralen Moloney Maus Leukamie Virus-Vektor pLXSN basiert, eingesetzt.

Das LNGFR-Gen kodiert fir eine verkirzte Form des LNGF-Rezeptors (Machl et al., 1997),
dessen zytoplasmatische Domane deletiert wurde, und eignet sich somit als Reportergen fiir eine
erfolgte Transfektion und Transduktion von Zellen. Der pLDNS-TK-opa-Expressionsvektor enthalt
neben dem viralen Promotor in der 5’ LTR (long terminal repeat)-Region den SV40-Promotor. In
den Vektor wurde zusatzlich die kodierende Sequenz des Thymidin-Kinase (TK)-Gens
einkloniert.

LNGFR f LNGFR r
T 5LTR = (= ILTR 7145

LH LNGER | I sv40 TK _EJ

PCR-Amplifikation

Sal | Bgl ll

LNGER

Abbildung 47: Vektorkarte des retroviralen Expressionsvektors pLDNS-TK-opa mit einklonierter LNGFR-
cDNS-Sequenz

LTR: long terminal repeat; U: untranslatierte Region; R: repeat; ¥: Verpackungssignal; LNGFR: low affinity nerve
growth factor receptor-cDNS; TK: Thymidin-Kinase-cDNS
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