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1 Einleitung

1.1 Merkmale der Apoptose

Jede Sekunde sterben mehrere Millionen iiberzihlige, gealterte oder beschidigte Zellen des
menschlichen Korpers durch Apoptose (Kroemer et al., 1998). Das Zusammenspiel von
Zelltod (Apoptose), Zellteilung (Mitose) und Differenzierung ist verantwortlich fiir die
komplexen Um- und Aufbauprozesse, die unseren Korper hervorgebracht haben und
fortwdhrend erneuern. Stérungen bei diesen Prozessen haben schwerwiegende Konse-
quenzen: sie bedingen Fehlbildungen von Organen, die Entstehung von neurodegenerativen
Krankheiten oder Krebs. Um diese Storungen zu vermeiden und das Auftreten von Fehl-
bildungen und Erkrankungen zu minimieren, sind alle beteiligten Prozesse genau
kontrolliert, auch die Apoptose.

Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten des Zelltods: die Nekrose und die Apoptose.
Nekrose wird durch Aktivierung des Komplementsystems, Infarkte oder bestimmte
Chemikalien ausgelost und flihrt zur Ausschiittung des Zellinhalts in die Umgebung der
Zelle. Dies fiihrt hiufig zu inflammatorischen Reaktionen und damit zur Schidigung des
umgebenden Gewebes (Afanas'ev et al., 1986; Golstein et al., 1991; Kroemer et al., 1998).
Im Gegensatz zur Nekrose, die passiv verlduft, ist die Apoptose ein aktiver, stringent
regulierter Prozess und wird daher auch als programmierter, physiologischer oder regulierter
Zelltod bezeichnet. Im Verlauf der Apoptose werden definierte Signaltransduktionswege
aktiviert: die Zellbestandteile werden in charakteristischer Weise zerkleinert, in sogenannte
apoptotische Korperchen verpackt und schlieBlich durch Zellen des Immunsystems
phagocytiert, so dass Entziindungsreaktionen vermieden werden (Voll et al., 1997). Diese
komplexen morphologischen Verdnderungen, die in Abbildung 1.1 dargestellt sind, wurden
erstmalig 1972 von Kerr et al. zusammenfassend beschrieben und mit dem Begriff

»Apoptose* belegt (Kerr et al., 1972).

1.2 Molekulare Grundlagen der Apoptose

Die Apoptose ist ein sehr geordneter Prozess, der durch bestimmte Proteasen, die Caspasen,
vermittelt wird. Diese aktivieren sich gegenseitig und amplifizieren auf diese Weise das
proapoptotische Signal. Dariiber hinaus spalten sie zahlreiche Strukturproteine und Enzyme

und bedingen so die charakteristischen morphologischen Verdnderungen.
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Abbildung 1.1 Strukturelle Verinderungen bei der Apoptose

Die Abbildung zeigt charakteristische Verdnderungen einer Zelle im Verlauf der Apoptose (nach Kerr et al.,
1994). Zunichst schrumpft die Zelle, das Cytoplasma und das Chromatin kondensieren (2). Im weiteren
Verlauf (3) wird der Zellkern fragmentiert (Karyorhexis) und Vesikel werden von der Cytoplasmamembran
abgeschniirt. Diese sogenannten ,,apoptotischen Kdrperchen™ werden von Nachbarzellen oder Makrophagen
phagocytiert und durch lysosomale Enzyme verdaut.

Das Programm der Apoptose kann grundséitzlich {iber zwei verschiedene Wege initiiert
werden: durch extrazelluldre Liganden wie TNF oder FasL bei der extrinsischen, Rezeptor-
vermittelten Apoptoseinduktion oder aber durch bestimmte intrazelluldre (intrinsische)
Signale, die spezifische mitochondriale Verdnderungen hervorrufen und auf diese Weise zur
Aktivierung von Caspasen fiihren. Beide Wege werden im Folgenden vorgestellt, um einen
Uberblick dariiber zu geben, wie die Apoptoseinduktion durch den in dieser Arbeit beschrie-
benen, in der Cytoplasmamembran lokalisierten Metastasensuppressor C33/CD82 prinzi-

piell erfolgen konnte.

1.2.1 Rezeptor-vermittelte Apoptoseinduktion

Im Jahr 1975 beobachtete man die Zerstérung bestimmter Tumorzellen nach der Zugabe
eines bestimmten, von Makrophagen produzierten Faktors: des Tumor-Nekrose-Faktors

TNF (Carswell et al., 1975). Heute weill man, dass TNF an bestimmte Rezeptoren an der
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Zelloberfldche bindet und auf diese Weise Apoptose induziert. Diese Rezeptoren sind Teil
der TNF-Rezeptorfamilie. Sechs ihrer Mitglieder induzieren Apoptose, die librigen 20
vermitteln Proliferations-, Uberlebens- und Differenzierungssignale (Locksley et al., 2001).

Die am besten charakterisierten apoptosevermittelnden Rezeptoren, sogenannte Zelltod-
Rezeptoren, sind der TNF-Rezeptor I (TNFRI/TNFRSF1A/p55/CD120a) und der
Fas (TNFRSF6/APO-1/CD95)-Rezeptor (Ashkenazi und Dixit, 1998; Locksley et al., 2001).
Exemplarisch sei hier die Aktivierung des TNFRI1 durch TNF beschrieben (vergleiche
Abbildung 1.2): TNF wird von Lymphocyten und Makrophagen zunéchst als Zellober-
flichenmolekiil gebildet. Diese Proform ist ebenso wie die trunkierte 16sliche Form als
Ligand aktiv und bindet den TNFR1. Aufgrund seiner trimeren Struktur induziert TNF die
Trimerisierung und damit die Aktivierung seines korrespondierenden Rezeptors (Locksley
et al.,, 2001). Durch die dadurch bedingte Assoziation der intrazelluliren Doménen der
trimerisierten Rezeptoren, lagern sich — wiederum drei — Adaptermolekiile an den Komplex.
Diese unterscheiden sich je nach Zustand der Zelle: Bei einer antiapoptotischen, proinflam-
matorischen, immunmodulatorischen Antwort induziert das Adaptermolekiill TRAF2 die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1. Bei einer proapoptotischen
Signalkaskade wird dagegen, wie in Abbildung 1.2 beschrieben, anstelle von TRAF2 das
Adaptermolekiil TRADD an den Rezeptorkomplex rekrutiert (Ashkenazi und Dixit, 1998;
Locksley et al., 2001). Dieses rekrutiert mit FADD ein weiteres Molekiil an den aktivierten
Rezeptor. FADD verfiigt tiber eine sogenannte ,,Todes-Effektor-Doméne®, wie sie auch in
der Prodomédne von Procaspase-8 zu finden ist, und vermittelt so die Anbindung der
Procaspase an den sogenannten Zelltod-induzierenden Signalkomplex (Bratton et al., 2000;
Chinnaiyan et al., 1996). Dieser enthilt aufgrund seiner trimeren Struktur mehrere
Procaspase-8-Molekiile, die sich, bedingt durch die raumliche Néhe, gegenseitig aktivieren:
es entsteht aktive Caspase-8. Diese verldsst den Signalkomplex, aktiviert weitere Caspasen
und leitet so, wie in Abbildung 1.3 beschrieben, das proapoptotische Signal weiter
(Ashkenazi und Dixit, 1998; Golstein et al., 1991; Medema et al., 1997; Muzio et al., 1998).

Aktive Caspase-8 kann nicht nur direkt weitere Caspasen aktivieren, sondern aktiviert —
wenigstens in einigen Fillen — auch den mitochondrialen Weg der Apoptoseinduktion und
zwar durch die Spaltung des Bcl-2-Homologs Bid (vergleiche Abbildung 1.3) (Krammer,
2000; Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Strasser et al., 2000). Auf diese Weise wird nicht nur
das proapoptotische Signal verstirkt, sondern es werden auch antiapoptotische Signale, z.B.

durch Ausschiittung von Smac/DIABLO aus den Mitochondrien, eliminiert (Green, 2000).
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Abbildung 1.2 Pro- und antiapoptotische Signaltransduktion durch den TNF-Rezeptor TNFR1

Durch die Anbindung des trimeren Liganden TNF trimerisiert der in der Cytoplasmamembran lokalisierte
Rezeptor und ermoglicht die Anlagerung von Adapterproteinen wie TRADD. Diese erfolgt iiber spezifische,
durch die ,,Todes-Doménen* (death domains, DD) vermittelte Protein-Protein-Interaktionen. TRADD selbst ist
vergleichbar mit einem Adapter, an den sich weitere Molekiile anlagern kdnnen. Abhidngig vom Zelltyp kann
an dieser Stelle — je nach Anwesenheit weiterer Stimuli — entweder eine pro- oder aber eine antiapoptotische
Signalweiterleitung erfolgen: bei der antiapoptotischen (linke Halfte des Schaubilds) lagert sich beispielsweise,
vermittelt durch RIP, das Molekiill TRAF2 an, welches die Aktivierung der NFkB-induzierenden Kinase NIK
und damit letztlich die Aktivierung von NFkB bewirkt. Bei der proapoptotischen Signaltransduktion (rechte
Halfte des Schaubilds) wird der Adapter FADD an den aktivierten Komplex rekrutiert. Dieser ermdglicht tiber
Proteininteraktionen der ,,Todes-Effektor-Doménen® (death effector domains, DED) die Anbindung von
Procaspase-8. Pro Rezeptorkomplex werden dabei mehrere Procaspase-8-Molekiile rekrutiert, die sich durch
die rdumliche Nidhe gegenseitig aktivieren (Ashkenazi und Dixit, 1998).

1.2.2 Apoptoseinduktion durch direkte Aktivierung der Mitochondrien

Die Mitochondrien sind zentrale Mediatoren des zweiten wichtigen Apoptose-
Signaltransduktionswegs, der in Abbildung 1.3 B skizziert ist. Sie konnen auf verschie-
denste Weise aktiviert werden und zeigen charakteristische Verdnderungen im Verlauf
dieser Aktivierung. Infolgedessen kommt es beispielsweise zur Freisetzung von proapopto-
tischen Faktoren aus dem Intermembranraum ins Cytoplasma, wo diese dann Caspasen
aktivieren.

Von zentraler Bedeutung fiir die Aktivierung von Mitochondrien sind die Mitglieder der
Bcl-2-Familie. Man findet sie im Cytoplasma, aber auch assoziiert an Membranen, wie die
duBere Mitochondrienmembran, die dullere Kernmembran oder die Membran des endoplas-
matischen Reticulums. Man kennt bereits 15 verschiedene Mitglieder der Familie (Adams
und Cory, 1998; Strasser et al., 2000). Einige von ihnen sind proapoptotisch und fithren zur
Aktivierung der Mitochondrien — beispielsweise Bax, Bad, Bid, Bim und Bmf —, andere wie

Bcl-2 oder Bcl-xp sind antiapoptotisch und verhindern nahezu jegliche Aktivierung der
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Abbildung 1.3 Vereinfachte Darstellung der wichtigsten Wege der Apoptoseinduktion: Rezeptor-
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vermittelte Apoptose (A) und mitochondrialer Weg der Apoptoseinduktion (B). Beide Wege
konvergieren in der Aktivierung von Effektor-Caspasen (C) und fiihren zum typischen apoptotischen
Phiinotyp.

(A) Der Rezeptor-vermittelte Weg flihrt, wie in Abbildung 1.2 beschrieben, zur Aktivierung von Procaspase-8.
(B) Der mitochondriale Weg der Apoptoseinduktion basiert auf der Aktivierung von Mitochondrien. Diese
erfolgt entweder direkt durch reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) oder durch Chemikalien. Chemikalien,
UV- und y-Strahlung kénnen auch indirekt, durch Erzeugung von DNA-Schiden und dadurch bedingte
Aktivierung von p53, Mitochondrien aktivieren. Eine weitere Moglichkeit der Mitochondrien-Aktivierung
besteht in der Aktivierung proapoptotischer Bcl-2-Homologa wie Bax, Bid, Bim und Bad. Als Folge der
Aktivierung kommt es zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und zur Freisetzung
proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum in das Cytoplasma.
Cytochrom ¢ ermdglicht die Aktivierung des Apoptosoms und damit von Procaspase-9. (C) Die aktiven
Caspasen-8 und -9 fithren zur Aktivierung der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7. Diese sind verantwortlich fiir
die Spaltung von Enzymen, Inhibitoren und Strukturproteinen und fiihren so zum charakteristischen
apoptotischen Phéanotyp. Dariiber hinaus bewirken sie die Exposition von Phosphatidylserin und anderen
Zelloberflichenmarkern, die die Erkennung und Phagocytose der apoptotischen Zelle durch Nachbarzellen
oder Makrophagen gewéhrleisten.

Mitochondrien. Die proapoptotischen Mitglieder kénnen in zwei Untergruppen unterteilt
werden: die Bax-Familie, zu der Bax und Bad gehoren, welche iiber die Bcl-2-
Homologiedoménen BH1, BH2 und BH3 verfiigen, und die Familie der BH3-only-Proteine,
die lediglich eine BH3-Doméne besitzen (Martinou und Green, 2001; Strasser et al., 2000).
Die verschiedenen Familienmitglieder bilden vermutlich Homo- und Heterodimere, die je
nach Zusammensetzung pro- oder antiapoptotisch wirken: z.B. antiapoptotische
Bcl-2/Bcl-2-Homo- und Bcl-2/Bax-Heterodimere sowie proapoptotische Bax/Bax-Homo-
dimere. Bestimmte proapoptotische Signale beeinflussen nach diesem Modell die Verfiig-
barkeit und Aktivitdt der einzelnen Familienmitglieder — und damit die Zusammensetzung
der Dimere — und aktivieren so das mitochondriale Zelltodprogramm (Gross et al., 1998;
Oltvai et al., 1993; Puthalakath et al., 1999; Sedlak et al., 1995).

Dabei sind, wie in Abbildung 1.4 beschrieben, Bax und Bak die direkten Aktivatoren der
Mitochondrien. Sie werden durch Mitglieder der BH3-only-Familie aktiviert, indem
beispielsweise die durch Spaltung durch Caspase-8 oder -10 trunkierte Form von Bid (tBid)
eine Konformationsénderung der cytosolischen Form von Bax induziert. Dadurch wird Bax
aus den inhibitorischen Komplexen mit Bcl-2 freigesetzt, homooligomerisiert und lagert
sich in die dullere mitochondriale Membran ein, wo es vermutlich Kanile bildet. Diese sind
moglicherweise direkt verantwortlich fiir die Freisetzung der proapoptotischen Kompo-
nenten aus dem Intermembranraum, die fiir die Aktivierung von Caspasen essentiell ist;

moglicherweise vermitteln sie aber auch nur die Aktivierung der sogenannten PT(perme-
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ability transition, ,,Permeabilititsiibergangs*)-Poren. Interaktionen von Bax mit VDAC oder
Ant, die Komponenten der PT-Poren sind, wurden bereits mit verschiedenen Methoden
demonstriert (Antonsson und Martinou, 2000; Desagher et al., 1999; Eskes et al., 2000;
Martinou und Green, 2001; Wei et al., 2001; Zamzami und Kroemer, 2001).

AuBler durch Bid kann die Aktivierung von Bax auch durch weitere Molekiile gesteuert
werden: zum Beispiel durch die Aktivierung von Bad, das eine wichtige Rolle bei der
Apoptoseregulation bei  Wachstumsfaktorentzug spielt. ~ Wachstumsfaktoren — wie
Interleukin-3 induzieren — vermittelt durch Kinasen wie Akt oder die mitochondriale
Proteinkinase A — die Phosphorylierung des proapoptotischen Bcl-2-Homologs Bad. Phos-
phoryliertes Bad bindet an das Protein 14-3-3 und wird auf diese Weise inaktiviert. Liegt
Bad jedoch, ausgelost durch Wachstumsfaktorentzug, in freier Form vor, induziert es
Apoptose iiber den mitochondrialen Weg. Dieser Mechanismus ermdglicht es der Zelle bei
Verschlechterung der Wachstumsfaktorsituation, Apoptose zu induzieren (Datta et al., 1997;
del Peso et al., 1997; Harada et al., 1999; Zha et al., 1996). Das freigesetzte Bad assoziiert
mit Bel-xp und neutralisiert dessen antiapoptotische Wirkung, so dass auch hier die Akti-
vierung der Mitochondrien durch Freisetzung von Bax vermittelt wird (Gross et al., 1998;
Martinou und Green, 2001). Abhingig vom Ca”*-Status der Zelle kann Bad auch durch die
Ca*"-aktivierte Proteinphosphatase Calcineurin dephosphoryliert und damit von 14-3-3
freigesetzt werden (Wang et al., 1999).

Auch die Freisetzung der proapoptotischen Bcl-2-Homologa Bim und Bmf, welche iiber
Dynein am Cytoskelett verankert sind, fiihrt, wie in Abbildung 1.4 dargestellt, zur
Aktivierung von Mitochondrien. Verantwortlich fiir die Freisetzung sind spezifische
proapoptotische Signale: beispielsweise im Fall von Bmf der Verlust der Substratadhésion.
Bmf {ibernimmt daher eine wichtige Rolle bei der Adhidsionsverlust-induzierten Apoptose
(Anoikis), die bekanntermallen {iber den mitochondrialen Weg erfolgt (Puthalakath et al.,
1999; Puthalakath et al., 2001).

Dariiber hinaus kann der mitochondriale Weg der Apoptoseinduktion auch durch reaktive
Sauerstoffintermediate, die direkt die PT-Poren aktivieren, aktiviert werden (Cassarino und
Bennett, 1999; Kroemer et al., 1997). Auch zahlreiche Chemikalien, UV- und y-Strahlung
aktivieren diesen Weg, z.B. durch Bildung proapoptotisch wirkender reaktiver
Sauerstoffintermediate oder indirekt durch Aktivierung des Tumorsuppressors p53. Dieser
wird beispielsweise durch DNA-Schiadigung aktiviert und veranlasst entweder einen

Proliferationsstopp, und damit einhergehend die Reparatur der entstandenen Schéden, oder
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Abbildung 1.4 Modell zur Wirkungsweise der Bcl-2-Homologa (modifiziert nach Martinou und Green,
2001)

BH3-only-Proteine werden durch Caspase-8 oder -10 oder durch Wachstumsfaktor- bzw. Adhéisionsverlust
aktiviert. Dadurch heben sie die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 und/oder Bel-x; auf und aktivieren Bax
und/oder Bak. Diese oligomerisieren und bilden vermutlich einen Kanal in der &ufleren Mitochondrien-
membran. Dadurch wird die mitochondriale Signalkaskade entweder direkt, oder indirekt durch Aktivierung
der PT-Pore, aktiviert.

es induziert Apoptose iiber den mitochondrialen Weg. Der genaue Mechanismus dieser
Aktivierung ist jedoch noch weitgehend ungeklért (Carson und Lois, 1995; Lane, 1992).
Auch Effektor-Caspasen konnen Mitochondrien flir die Apoptoseinduktion aktivieren:
Beispielsweise aktiviert das von cytotoxischen T-Lymphocyten ausgeschiitte Granzym B,
nachdem es in die Zielzelle gelangt ist, u.a. Caspase-3, welche iiber einen noch unbekannten
Mechanismus die Aktivierung der Mitochondrien bedingt (Kagi et al., 1994b).

Im Verlauf der Aktivierung von Mitochondrien kommt es, wie in Abbildung 1.5
beschrieben, u.a. zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus dem mitochondrialen
Intermembranraum in das Cytoplasma, wo diese ihre Wirkung entfalten. Diese Freisetzung
erfolgt entweder direkt tiber Kanile, die von aktivierten Bax- oder Bak-Oligomeren gebildet
werden, oder indirekt durch die Bax- oder Bak-induzierte Offnung der PT-Poren, die beide
mitochondrialen Membranen durchziehen. Infolge der PT-Poren6ffnung kommt es zu einem
Ionenstrom zwischen Cytoplasma und mitochondrialer Matrix und damit zum Zusammen-

bruch des mitochondrialen Membranpotentials A¥. Die Folge ist ein osmotischer Wasser-
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einstrom, der zum Anschwellen und Platzen der Organellen fiihrt, wodurch die Faktoren
freigesetzt werden. Von besonderer Bedeutung sind dabei Cytochrom c, der Apoptose
induzierende Faktor AIF, Smac/DIABLO, welches antiapoptotische cytoplasmatische
Proteine (IAPs) inhibiert, die Procaspasen-2, -3 und -9 sowie Ca’-Ionen, die die Akti-
vierung von Caspasen und Nukleasen begiinstigen (Cassarino und Bennett, 1999; Green und
Reed, 1998; Kroemer et al., 1995; Loeftler und Kroemer, 2000; Petit et al., 1997).

Durch den Verlust an Cytochrom c ist die Funktion der mitochondrialen Elektronen-
transportkette zwischen Komplex III und IV gestort. Es werden vermehrt Elektronen auf
molekularen Sauerstoff iibertragen, so dass reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) entstehen,
insbesondere Superoxidanionen, die weitere Schdden wie die Oxidation von Lipiden,
Proteinen oder Nukleinsduren hervorrufen konnen (Cai und Jones, 1998; Cassarino und
Bennett, 1999; Kroemer et al., 1995; Zamzami et al., 1995).

Wichtiger noch ist Fahigkeit von Cytochrom c, nun, da es in das Cytoplasma gelangt ist,
zusammen mit dATP und/oder ATP die Oligomerisierung und Aktivierung der
Procaspase-9 zu bewirken. Dadurch entsteht ein funktionelles ,,Apoptosom®, indem der
Komplex aus Procaspase-9 und dem Adaptormolekiil Apaf-1 — vermittelt durch das
ebenfalls freigesetzte Smac/DIABLO — von dem inhibitorischen XIAP befreit wird (Adams
und Cory, 1998; Chinnaiyan, 1999; Li et al., 2001a; Liu et al., 1996; Srinivasula et al., 1998;
Srinivasula et al., 2001). Durch die dadurch induzierte rdumliche Annéherung bewirkt die
geringe Basalaktivitdt der Procaspase-9-Molekiile deren gegenseitige Aktivierung: Es
entsteht aktive Caspase-9, die weitere Caspasen aktiviert und auf diese Weise die
proapoptotische Kaskade vorantreibt (Slee et al., 1999).

Auch die Freisetzung des Apoptose-induzierenden Faktors AIF trigt zur Apoptose bei. AIF
ist eine Protein, das in den Kern transloziert und dem unabhédngig von Caspasen eine
zentrale Rolle bei der gezielten Degradierung zellulirer Komponenten zukommt. AIF
bewirkt die Kondensation des peripheren Chromatins, die Degradation der DNA in 50 kbp-
Fragmente, jedoch nicht in oligonukleosomale Fragmente, und die Exposition von
Phosphatidylserin (Green und Reed, 1998; Joza et al., 2001; Loeffler und Kroemer, 2000;
Susin et al., 1999).

Der Anstieg der Ca*"-Tonenkonzentration im Cytoplasma aktiviert Ca*"-abhingige Enzyme
wie Gewebetransglutaminasen, die bestimmte zelluldre Proteine quervernetzen und auf
diese Weise die unkontrollierte Freisetzung von Zellkomponenten verhindern. Moglicher-
weise tragen sie auch zur Bildung der apoptotischen Korperchen bei (Fesus et al., 1989;
Martin et al, 1994). Auch Endonukleasen werden durch den Anstieg der Ca®'-
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Ionenkonzentration aktiviert, der nicht nur durch Freisetzung aus den Mitochondrien,
sondern auch durch Ca*" aus dem endoplasmatischen Reticulum und durch Ca*"-Influx aus
dem extrazelluliren Raum bedingt sein kann (Bellomo et al., 1992). Voraussetzung fiir die
Aktivierung ist jedoch, dass die Nukleasen zusédtzlich von ihrem Inhibitor ICAD befreit
werden, indem dieser durch Caspasen gespalten wird (siehe auch Abschnitt 1.2.3). Die so
aktivierten Nukleasen zerlegen die chromosomale DNA der Zelle durch internukleosomale
Spaltung in Fragmente, deren Lénge der um Histone gewundenen DNA, also Vielfachen
von 180 bp entspricht, und die ein charakteristisches Merkmal der Apoptose sind (Arends et
al., 1990; Cohen und Duke, 1984; McConkey et al., 1989).

Konsequenzen:
Freisetzung von: /y ¢ ROI-Bildung
e Cytochrom ¢ 4_> o Aktivierung des Apoptosoms
Aktivierung der e Caspasen-2,-3,-9 T | o Verstarkung der Apoptose
Mitochondrien eSmac/DIABLO — P & Inaktivierung antiapoptot. IAPs
 durch Bax / Bak e AIF — . Caspase-unabhangige Apoptose
* durch die PT-Pore * Ca""-lonen —T . Aktivierung best. Enzyme
e durch weitere
Stimuli
Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials (A'Y)

Abbildung 1.5 Uberblick iiber die mitochondrialen Verinderungen im Verlauf der Apoptose

Die Aktivierung von Mitochondrien erfolgt entweder durch von homooligomerisierten Bax- oder Bak-
Molekiilen geformte Poren oder durch die Aktivierung der PT-Pore, welche beispielsweise durch reaktive
Sauerstoftintermediate ausgelost wird. Infolge der Aktivierung kommt es zur Freisetzung zahlreicher Faktoren
aus dem Intermembranraum, die im Cytoplasma oder Zellkern ihre proapoptotische Wirkung entfalten. Durch
den Verlust an Cytochrom c ist die Funktion der Elektronentransportkette gestort: es kommt zur verstérkten
Bildung reaktiver Sauerstoffintermediate (ROI). Zudem bricht das Membranpotential an der inneren Mitochon-
drienmembran zusammen; der verbliebene Elektronentransport und die ATP-Synthese werden entkoppelt.
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1.2.3 Caspasen — zentrale Mediatoren der Apoptose

Sowohl der Rezeptor-vermittelte als auch der mitochondriale Weg der Apoptoseinduktion
miindet, wie in Abbildung 1.3 C beschrieben, in der Aktivierung von Caspasen. Caspasen
sind Cystein-Proteasen, die Substrate innerhalb einer spezifischen Tetrapeptidsequenz C-
terminal von einem Aspartat-Rest schneiden. Die Liste ihrer Substrate umfasst weitere
Caspasen, zahlreiche Strukturproteine, Inhibitoren und Enzyme. Sie tragen somit entschei-
dend zur spezifischen Degradation zelluldrer Komponenten wihrend der Apoptose bei
(Nicholson und Thornberry, 1997).

Die Familie der Caspasen umfasst allein bei Siugetieren mindestens 14 Homologa
(Nicholson und Thornberry, 1997; Strasser et al., 2000). Die Vorldufer von Caspasen, die
Procaspasen, sind ubiquitdr exprimiert. Diese verfiigen jedoch nur {iber eine geringe basale
Enzymaktivitit, ndmlich etwa 1-2 % der vollen Aktivitit (Green, 1998), und bestehen aus
einer Prodoméne sowie aus zwei weiteren Bereichen. lhre Aktivierung erfolgt, wie in
Abbildung 1.6 A skizziert, durch zweifache Spaltung, so dass aus einem Vorldaufermolekiil
eine 10 kD und eine 20 kD Untereinheit entsteht. Die aus diesen Untereinheiten zusammen-
gesetzte aktive Caspase ist ein Heterotetramer aus zwei identischen 10kD und zwei
identischen 20 kD Untereinheiten (Rotonda et al., 1996; Walker et al., 1994; Wilson et al.,
1994).

Man unterscheidet zwischen Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen (Thornberry und
Lazebnik, 1998): Initiator-Caspasen wie Caspase-2, -8, -9 oder -10 zeichnen sich durch eine
verldngerte Prodoméne aus. Durch die Interaktion der Prodomédnen mit Adaptermolekiilen
wie FADD oder Apaf-1 entstehen Homodimere, die sich mit ihrer geringen Basalaktivitét
gegenseitig aktivieren. Damit sind die Initiator-Caspasen eine wichtige Schaltstelle fiir die
Weiterleitung des proapoptotischen Signals. Thre Substrate sind die Effektor-Caspasen. Die
Effektor-Caspasen (vergleiche Abbildung 1.3 C) werden ausschlieflich durch Caspasen
aktiviert. Sie spalten zum Teil weitere Caspasen und verstiarken so das apoptotische Signal
(Slee et al., 1999), vor allem aber sind sie verantwortlich fiir zahlreiche zelluldre Effekte, die
im Verlauf der Apoptose zu beobachten und in Abbildung 1.3 C zusammengefasst sind: Sie
spalten Enzyme und Strukturproteine und fithren somit auch zur Exposition von
Phosphatidylserin und anderen Zelloberflichenmarkern, die die Erkennung und
Phagocytose durch Nachbarzellen oder Makrophagen gewihrleisten (Fadok et al., 2000;
Fadok et al., 2001; Henson et al., 2001). Beispielsweise wird durch Spaltung der Poly-
(Adenosindiphosphat-Ribose)-Polymerase PARP die energicaufwindige Reparatur von

DNA-Strangbriichen verhindert. Der Zusammenbruch der Kernmembran und die
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Fragmentierung des Kerns wird durch Spaltung von Laminen und des nukledren Mitose-
Apparat-Proteins bedingt (Thornberry und Lazebnik, 1998). Die DNA-Fragmentierung und
Chromatinkondensation ist Folge der Inaktivierung von DNA-Topoisomerase Iloc und von
ICAD (DFF, DNA-Fragmentierungs-Faktor), dem Inhibitor der Caspase-aktivierten Ca*'-
abhingigen DNase (Enari et al., 1998; Liu et al., 1997; Sakahira et al., 1998). Die dadurch

bedingte und bereits beschriebene internukleosomale Spaltung der DNA gewihrleistet die

Procaspase-Form:

Asp-x Asp-x Caspase-5
\ v L Caspase-4
I I [ ] |
Prodoméne 20kD- 10kD- ————— Caspase-1
Untereinheit  Untereinheit
\ 4 \ 4

o Caspase-7
L Caspase-3

Aktivierung durch Spaltung

Caspase-6
Caspase-8
Aktive Caspase (Heterotetramer): _': Caspase-10
Caspase-2
[ ]
— Caspase-9
/|
L 1

Abbildung 1.6 Die Caspasen: Mechanismus der Aktivierung und phylogenetischer Uberblick

(A) Die Caspasen liegen in der Zelle als inaktive Proenzyme vor, die eine Prodomine enthalten. Diese
ermoglicht im Fall der Initiator-Caspasen die Anlagerung an Adapterproteine durch Zelltod-Effektor-Doménen
(DED) oder Caspase-Rekrutierungsdoménen (CARD). Die Procaspasen werden aktiviert durch gegenseitige
intermolekulare Proteolyse oder durch andere Caspasen, die in spezifischen Tetrapeptidsequenzmotiven nach
einem Aspartatrest schneiden (Pfeile): es entstehen aktive Heterotetramere, die aus je zwei 10 kD- und zwei
20 kD-Untereinheiten bestehen und iiber zwei katalytische Zentren verfiigen. (B) Die Familie der Caspasen
gliedert sich in zwei Unterfamilien: Untergruppen bilden die Initiator-Caspasen-8 und -10, die die Rezeptor-
vermittelte Apoptose transduzieren, und die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7. Nicht alle Caspasen vermitteln
Apoptose; Caspase-1 beispielsweise vermittelt Entziindungsreaktionen (modifiziert nach Nicholson und
Thornberry, 1997).
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Zerstorung des genetischen Informationsgehalts der Zelle und macht damit den Prozess der
Apoptose irreversibel. Zudem erleichtert sie die Aufnahme der apoptotischen Zelle durch
Phagocyten (Martin et al., 1994).

Weitere Substrate der Effektor-Caspasen sind die an der Cytoskelettbildung beteiligten
Proteine Actin, Gelsolin und Fodrin sowie PAK-2, das an der Bildung der apoptotischen
Korperchen beteiligt ist (Rudel und Bokoch, 1997; Thornberry und Lazebnik, 1998). Aber
auch antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 und Bcel-x; werden durch Caspasen gespalten, was
wiederum zu einer Verstdrkung der proapoptotischen Signalkaskade fiihrt (Strasser et al.,
2000; Thornberry und Lazebnik, 1998).

1.3 Die Bedeutung der Apoptose fiir den Organismus

Apoptose und DNA-Sequenzen fiir Caspasen findet man bei Cnidariern, Nematoden,
Insekten, Fischen und Séugetieren. Sogar bei Pflanzen wurden Komponenten der
apoptotischen Maschinerie identifiziert (Aravind et al., 1999; Cikala et al., 1999; Inohara
und Nunez, 2000). Diese evolutiondre Konserviertheit der Apoptose ist ein Indiz fiir die

Notwendigkeit des gesteuerten Zelltods fiir das Entstehen und Uberleben von Organismen.

1.3.1 Apoptose im gesunden Organismus

Im Verlauf der Ontogenese dient der programmierte Zelltod der Entfernung tiberfliissiger
oder storender Zellen, die aufgrund morphogenetischer oder phylogenetischer Zwinge
gebildet wurden. Er ist somit fiir die Strukturbildung von essentieller Bedeutung: Beispiels-
weise wird die Gastrulation des frithen Embryos durch den regulierten Tod von Zellen im
Innern der Blastula ermdglicht (Joza et al., 2001). Ein weiteres Beispiel ist die Entstehung
des Augenbechers, der Augenlinse oder des Neuralrohrs durch Ablosung vom umliegenden
Gewebe. Ebenso werden die freistehenden Finger und Zehen des Menschen, die in der
frithen Embryogenese, dhnlich wie bei Vogeln, durch Zwischengewebe (,,Schwimmhaute*)
verbunden sind, durch programmierten Zelltod hervorgebracht (Meier et al., 2000; Milligan
und Schwartz, 1997). Auch die Funktion von Gehirn und Immunsystem wird dadurch
ermoglicht, dass zundchst sehr viele Zellen gebildet werden, von denen nur einige
ausgewdbhlte iiberleben: So sterben 80 % der Ganglionzellen in der Katzenretina kurz nach
der Geburt, da es ihnen nicht gelungen ist, durch ausreichende Vernetzung mit Nachbar-
zellen ihre eigene Versorgung mit neurotrophen Faktoren zu gewihrleisten (Meier et al.,

2000). Im Immunsystem ist der programmierte Zelltod fiir die negative Selektion autoreak-
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tiver und unzureichend aktiver B- und T-Zellen sowie fiir die Entfernung virusbefallener
Zellen verantwortlich. Zudem wird gegen Ende der Immunantwort die Zahl antigenreaktiver
Lymphocyten, die durch klonale Expansion vermehrt wurde, durch Apoptose wieder auf das
normale Mal} reduziert (Bouillet et al., 1999; Braun et al., 1996; Kagi et al., 1994a; Kagi et
al., 1994b; Krammer, 2000). Ein weiteres Beispiel fiir die Bedeutung der Apoptose ist der
Steroidhormon-gesteuerte Ab- und Umbau von Geweben am Ende der Menstruation,

Schwangerschaft oder Laktation (Gosden und Spears, 1997).

1.3.2 Fehlregulierte Apoptose bei Erkrankungen

Da die Funktion unseres Korpers und seiner Organe eng an deren GrofBe, Integritit und
Funktionalitdt gekoppelt ist, fiihrt eine Storung der Gewebehomdoostase, ein Zuviel oder
Zuwenig an Apoptose, in bestimmten Féllen zu Komplikationen. Dabei kann sich — je nach
Kontext — sowohl ein UbermaB als auch ein Mangel als nachteilig erweisen.

Ein Ubermal an Apoptose wurde beispielsweise in Zusammenhang mit neurodegenerativen
Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson beobachtet. Auch bei AIDS und Infarkten kann
Apoptose zum Krankheitsbild beitragen. Sind durch Apoptose wesentliche Komponenten
des Immunsystems geschwécht, kann es zu vermehrten Infektionen, beispielsweise mit
Herpes- oder Adenoviren, kommen (McLaughlin et al., 2001; Thompson, 1995).

Zuwenig Apoptose kann dagegen zum Beispiel zu einer verstirkten humoralen Immun-
antwort und Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus erythematosus fiihren, da
autoreaktive Lymphocyten nicht ausreichend eliminiert werden (Bouillet et al., 1999;
Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Auch Krebs ist eine mdgliche Folge reduzierter
Apoptose. Haufig werden Tumorzellen durch Apoptose dem Organismus entzogen, so dass
es gar nicht erst zur Manifestation von Tumoren kommt. Ist die Apoptoserate in einem
Gewebe jedoch erniedrigt, beispielsweise durch Inaktivierung des Tumorsuppressors p53
oder durch Uberexpression des Apoptoseinhibitors Bcl-2, steigt die Wahrscheinlichkeit der
Tumorbildung. Vermutlich ist dies durch die Verlingerung der Lebensspanne der Zellen
bedingt, die zudem den Erwerb weiterer onkogener Mutationen wahrscheinlicher macht
(Strasser et al., 2000).

1.4 Tumorbildung und Metastasierung

Die Tumor- und Metastasenbildung ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess, der im

Folgenden vorgestellt wird und in Abbildung 1.7 schematisch dargestellt ist. Grundvoraus-
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setzung ist dabei, dass das Mal} an Zellteilung das an Zelltod tibersteigt. Dies bedeutet, dass
die iiblichen Regulationsmechanismen, die die liberméfige Vermehrung von Zellen
verhindern, auBer Kraft gesetzt sind, die Zellproliferation dereguliert und die Apoptose

supprimiert ist (Evan und Vousden, 2001).

1.4.1 Apoptose bei der Tumor- und Metastasenbildung

Die onkogene Transformation einer Zelle erfordert zumeist vier bis sieben zentrale, sich in
threr Wirkung erginzende, und pleiotrope Effekte erzielende Mutationen. Diese fiihren zur
verstirkten Expression von Onkogenen, die z.B. wie c-myc oder E2F die Zellteilung
propagieren oder wie Bcl-2 Apoptose verhindern. Neben der Aktivierung von Onkogenen
ist die verminderte Expression von Tumorsuppressorgenen, also von Genen wie
beispielsweise ARF, RB und p53, die die Zellzyklusregulation, Proliferation und Apoptose
kontrollieren, von zentraler Bedeutung. Weitere transformierende Verdnderungen sind die
autokrine Produktion von Mitogenen, die normalerweise das Zellwachstum limitieren, oder
aktivierende Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen oder signaliibertragenden Proteinen wie
Ras. Viele dieser Verdnderungen verstiarken nicht nur die Proliferation, sondern verhindern
gleichzeitig die Differenzierung der Zellen, so dass diese sich prinzipiell unbegrenzt
vermehren und zu einem Primértumor heranwachsen kénnen (Evan und Vousden, 2001;
Hanahan und Weinberg, 2000; Meier et al., 2000).

Mit zunehmender Grofe des Primdrtumors verschlechtert sich die Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung. Eine Versorgung mit Blutgefien (Vaskularisierung, Angiogenese)
wird erforderlich, da bereits bei einem Abstand von etwa 100 um zur nichsten Kapillare
hypoxische Verhéltnisse und Wachstumsfaktormangel das weitere Tumorwachstum durch
Apoptoseinduktion limitieren (Dang und Semenza, 1999; Hanahan und Weinberg, 2000).
Die neugebildeten Blutgefie ermdglichen dem Primdrtumor nicht nur das weitere
Wachstum, sondern auch seine Ausbreitung in andere Organe.

Voraussetzung fiir die Metastasierung ist die Ablosung (Dissoziation) von Zellen vom
Primértumor und ihr Eindringen in die Blut- oder auch Lymphgefafle (Intravasation). Die
Ablosung wird durch die verminderte Expression von Zelloberflichenmolekiilen wie
E-Cadherin und bestimmten Integrinen ermoglicht, die damit als Vermittler von
Uberlebenssignalen wegfallen. Die durch die Ablosung bedingten Verdnderungen des
Cytoskeletts aktivieren, wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, das proapoptotische Bcl-2-
Familienmitglied Bmf und damit den mitochondrialen Apoptoseweg (Evan und Vousden,
2001; Li et al., 2001b; Puthalakath et al., 2001). Metastasierende Tumorzellen konnen die
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durch die Ablésung induzierte Apoptose, die auch als Anoikis bezeichnet wird, durch
Verinderungen im Expressionsmuster bestimmter Integrine sowie durch Uberexpression
antiapoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder vermeiden (Frisch und Ruoslahti, 1997;
Hanahan und Weinberg, 2000; Matter und Ruoslahti, 2001).

¥ o L

Transformation Diséoiiation und
und Migration
Tumorwachstum

Intravasation und

/ Dissemination

Metastasen-
wachstum Extravasation Anhaftung

Abbildung 1.7 Allgemeines Modell zur Progression von Tumoren und Entwicklung von Metastasen

Schematisch dargestellt ist die Entstehung des Primértumors durch Transformation einer Zelle, dessen
Angiogenese, die Ablosung, Migration und Intravasation einzelner Tumorzellen, deren Verbreitung innerhalb
des Korpers, die Anhaftung und Extravasation der Zellen und schlieBlich das Wachstum des Sekundértumors
(nach Gnirke, 2000).

Um in die Blutgefia3e eindringen zu kénnen, miissen Tumorzellen nicht nur beweglich sein,
sondern auch die Barriere der Basalmembran iiberwinden. Dies erfolgt durch Bildung
und/oder Aktivierung von Proteasen wie Cathepsinen, Serinproteinasen (z.B. Urokinase-
Typ- oder Gewebetyp-Plasminogen-Aktivatoren) und Matrixmetalloproteinasen, die die
extrazelluldre Matrix auflosen (Moustafa und Nicolson, 1997).

Die im Blut- oder Lymphsystem angekommenen Zellen verbreiten sich im Korper
(Dissemination), jedoch iiberleben nur 0,1 % von ihnen (Yoshida et al., 2000). Gelingt es
einer Zelle, an Kapillarwinde zu adhédrieren, kann entweder direkt im Blutgefa3, wie im Fall

bestimmter Lungenmetastasen (Al-Mehdi et al., 2000), oder aber nach erfolgreicher Extra-
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vasation und Einwanderung in das umliegende Gewebe eine Metastase entstehen (Hanahan
und Weinberg, 2000).

Das Auftreten von einzelnen Tumorzellen in einem anderen Gewebe, die auch als
Mikrometastasen bezeichnet werden, ist recht hdufig zu beobachten und fiir den Koérper
relativ unbedenklich. Erst das Heranwachsen der Mikrometastasen zu iiber 1 mm groflen
Metastasen ist klinisch problematisch und fiihrt hdufig zum Tod (Yoshida et al., 2000).
Jedoch ist das Wachstum der Metastasen ein kritischer Schritt: zum einen muss wiederum
die Vaskularisierung gewéhrleistet werden und zum anderen ist jede Zelle grundsétzlich
adaptiert an eine spezifische, in ihrer natiirlichen Umgebung gegebene Kombination
mitogener Signale, z.B. bestimmte Cytokine, Hormone, Komponenten der Extrazelluldren
Matrix und Oberflichenmolekiile von Nachbarzellen. Fehlen diese Uberlebenssignale, stirbt
sie durch Apoptose (Evan und Vousden, 2001; Raff, 1992; Raff et al., 1993). Ein Beispiel
hierfiir ist das Tumorsuppressorgen und Zelloberflaichen-Rezeptormolekiill DCC, dessen
Expression in 50 % der Kolonkarzinomfalle herabreguliert ist, vermutlich deshalb, weil es
in Abwesenheit seines Liganden Apoptose induziert, wihrend es in dessen Gegenwart
Apoptose sogar inhibiert (Forcet et al., 2001). Ebenso verhindert beispielsweise die
Aktivierung des EGF-Rezeptors durch seinen Liganden Apoptose im natiirlichen Umfeld
der Zelle, und zwar durch Stimulation der Transkription des antiapoptotischen Proteins
Bcel-xp (Jost et al., 1999).

Dies bedeutet, dass eine Zelle, die an einem anderen Ort innerhalb des Korpers zu einer
Metastase heranzuwichst, sowohl eine gewisse Unabhédngigkeit von gewissen extra-
zelluldren Proliferationsstimuli als auch eine Resistenz gegeniiber bestimmten Apoptose-
induzierenden Signalen erlangt haben muss (Evan und Littlewood, 1998; Hanahan und
Weinberg, 2000).

1.4.2 Tumor- und Metastasensuppressoren

Bei der Tumorbildung und Metastasierung miissen die Zellen, wie in Abschnitt 1.4.1
beschrieben, den verschiedensten Apoptosestimuli entgehen. Daher ist in vielen Tumoren
die Expression wichtiger Apoptose-induzierender Tumorsuppressorgene herabreguliert: Das
bekannteste ist p53, das in mehr als 50 % aller Tumore mutiert oder herabreguliert ist
(Levine, 1997). Weitere Beispiele sind das bereits erwdhnte DCC (Forcet et al., 2001), aber
auch das im Apoptosom enthaltene Apaf-1 (Soengas et al., 2001). Dariiber hinaus erzielt die
Aktivierung vieler Onkogene und die Deaktivierung bestimmter Tumorsuppressorgene

pleiotrope Wirkungen, da einzelne Gene wie p53, ARF und myc nicht nur auf den
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Zellzyklus, sondern auch auf die Differenzierung, die Apoptose, die Vaskularisierung und
die Expression von Zelloberflichenmolekiilen Einfluss nehmen. Daher ermoglicht eine
begrenzte Zahl von Verdnderungen einen so komplexen Prozess wie die Tumorbildung und
Metastasierung (Evan und Vousden, 2001).

Wihrend iiber die Wirkung von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen einiges bekannt ist,
gibt es nur wenige Kenntnisse von der Wirkweise der Metastasensuppressorgene. Diese
verhindern zwar nicht die Tumorbildung, dafiir aber die Ausbreitung von Tumorzellen bzw.
das Heranwachsen zu klinisch relevanten makroskopischen Metastasen. Mit Hilfe
subtraktiver cDNA-Verfahren oder durch Mikrozell-mediierten Chromosomentransfer und
anschlieBendem in vivo Test der Tumorigenitit wurden Nm23, CD82/KAIl, KiSS-1,
MKK4 und BRMSI1 als Metastasensuppressorgene identifiziert (Yoshida et al., 2000). Sie
werden im Folgenden vorgestellt: Am bekanntesten und besten charakterisiert sind
CD82/KAIl (vergleiche Abschnitt 1.5) und Nm23. Nm23 ist eine Nukleosiddiphosphat-
Kinase und reguliert, vermittelt durch den Racl-spezifischen Nukleotidaustausch-Faktor
Tiaml, die Racl GTPase. Auf diese Weise konnte Nm23 die Aktivierung des Onkogens
c-jun verhindern (Otsuki et al., 2001). AuBBerdem vermindert Nm23 durch Herabregulation
der N-Acetylglucosamintransferase V die fiir die Metastasierung wichtige Zellmigration
(Guo et al., 2000). Auch KiSS1, ein Ligand eines bislang uncharakterisierten G-Protein
gekoppelten Rezeptors, inhibiert die Zellmotilitdt und ist in 44 % der Metastasen von
Melanomen herabreguliert (Ohtaki et al., 2001; Shirasaki et al., 2001). Uber die Wirkungs-
weise der Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kinase MKK4, die in 31 % der Prostatakrebs-
metastasen vermindert exprimiert wird, und des Brustkrebs-Metastasensuppressors 1
(BRMST1) ist derzeit noch nichts bekannt (Kim et al., 2001b; Seraj et al., 2000). Auch CC3,
CD44 und Maspin sowie die Kinasen Syk und DAP-Kinase spielen moglicherweise eine
Rolle als Metastasensuppressoren. Allerdings supprimieren wenigstens einige von ihnen —
im Gegensatz zu den zuvor angefiihrten Genen — auch das Wachstum des Primértumors
(Kim et al., 2001a; Stewart und Pietenpol, 2001; Xiao et al., 2000; Yoshida et al., 2000).
Alle diese Metastasensuppressoren sind fiir den Verlauf einer Krebserkrankung und damit
als prognostische Marker sehr wichtig, da die Letalitdt bei Krebserkrankungen in 90 % der
Félle nicht durch den Primirtumor, sondern durch die entstandenen Metastasen bedingt ist
(Sporn, 1996; Yoshida et al., 2000). Wie sie auf molekularer Ebene ihre Wirkung entfalten,

1st daher von besonderem Interesse.
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1.5 Der Metastasensuppressor CD82/KAI1/C33
Der Metastasensuppressor CD82/KAI1/C33 wurde im Rahmen dieser Arbeit als Apoptose-

induzierendes Protein isoliert und charakterisiert. Daher soll er an dieser Stelle genauer
vorgestellt werden.

CD82/KAII ist ein 29,6 kDa groes Zelloberflichenprotein mit 267 Aminosduren, das der
Familie der Tetraspanine angehort, die 26 Mitglieder umfaf3t. Diese ist charakterisiert durch
vier in der Cytoplasmamembran lokalisierte Transmembrandoméinen, eine kleine und eine
grofBere extrazelluldre Schleife, sowie durch kurze N- und C-terminale intrazellulire Domé-
nen. Im Fall von CD82 umfassen diese lediglich 9 bzw. 13 Aminosduren. Die gro3e extra-
zelluldre Schleife von CD82 wird durch Disulfidbriicken stabilisiert und ist je nach Zelltyp
unterschiedlich stark glykosyliert, so dass das Molekulargewicht bis zu 80 kDa erreichen
kann (Boucheix und Rubinstein, 2001; Cannon und Cresswell, 2001; Dong et al., 1995).
CD82/KALII ist identisch mit IA4 und R2 (Gil et al., 1992; Imai et al., 1992).

1.5.1 Die Wirkung von CD82/KAI1 als Metastasensuppressor

Die metastasierungssupprimierende Eigenschaft von KAIl, dessen Name vom chinesischen
kang ai (,,anti Krebs*) abgeleitet wurde, wurde 1995 von Dong et al. entdeckt: Sie
demonstrierten, dass das Einbringen des auf Chromosom 11pl11.2 lokalisierten Gens
CD82/KAII in Ratten-AT1-Prostatakrebszellen zwar nicht die primédre Tumorbildung, dafiir
aber die Ausbildung von Metastasen in Nacktméusen unterdriickt (Dong et al., 1995). Auch
flir Melanome und Brustkrebs wurde die metastasierungssupprimierende Fahigkeit von
CD82 in vivo nachgewiesen, wobei die Expression von CD82 die Héufigkeit von
Brustkrebs-Metastasen in Nacktmédusen um wenigstens 50 % reduzierte (Takaoka et al.,
1998; Yang et al., 2001). Allerdings kann CDS82, ebenso wie andere Metastasen-
suppressorgene, z.B. KiSS-1 (Lee und Welch, 1997), die Metastasierung vieler Tumorzellen
zwar signifikant, aber nicht vollstindig, unterdriicken, da die Metastasierung ein durch
mehrere unabhéngige Verdnderungen bedingter Prozess ist, bei dem jedoch CDS82 eine
entscheidende Rolle spielt (Yang et al., 2001).

Auch beim Menschen ist die Verminderung der CD82-Expression von Bedeutung. Dies
kommt darin zum Ausdruck, dass gerade in aggressiven hochmetastasierenden Primar-
tumoren sowie in Metastasen verschiedenster Tumorarten die Expression von CD82
herabreguliert ist: z.B. bei Prostatakrebs, Brustkrebs, Nicht-kleinzelligem Lungenkrebs,
Pankreaskrebs, Blasenkrebs, Magenkrebs und Speiserohrenkrebs (Adachi et al., 1996; Dong
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et al., 1996; Guo et al., 1996; Higashiyama et al., 1998; Hinoda et al., 1998; Huang et al.,
1998; Uchida et al., 1999; Yu et al., 1997). Daher wird bei diesen Krebsarten die CD82-
Expression auch als molekularer Marker fiir die Prognose des Metastasierungspotentials
eines Tumors angesehen. Im Vergleich zu anderen Metastasensuppressorgenen spielt CD82
dabei eine besonders zentrale Rolle und konnte daher fiir die Entwicklung von Therapien

von besonderer Bedeutung sein.

1.5.2 Die Regulation der CD82/KAI1-Expression

Wie beschrieben, ist die Expression von CDS82 in zahlreichen Tumoren erniedrigt, und zwar
sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene. Dies ist nicht die Folge von Deletionen
(Verlust der Heterozygotie), Mutationen oder Hypermethylierung, sondern vermutlich
bedingt durch fehlende transkriptionelle Aktivierung (Dong et al., 1996; Jackson et al.,
2000; Miyazaki et al., 2000; Tagawa et al., 1999). Die Transkription von CD82 kann
prinzipiell durch verschiedene Faktoren aktiviert werden: In der Promotorregion von CD82
finden sich beispielsweise Bindemotive fiir den Tumorsuppressor und Apoptoseinduzierer
p53 (Mashimo et al., 2000; Mashimo et al., 1998) und den unter hypoxischen Bedingungen
aktiven Transkriptionsfaktor NF-IL-6 (Dong et al., 1997; Yan et al., 1997). AuBerdem kann
die CD82-Expression durch den Nervenwachstumsfaktor NGF (auch in Nicht-Neuronen)
und durch NFkB aktiviert werden. Da NGF und NFkB ebenso wie p53 in einigen Tumoren
nicht mehr vorhanden bzw. inaktiviert sind, konnte der Mangel dieser Faktoren mdglicher-
weise zu der beobachteten Herabregulation von CD82 beitragen (Li et al., 2001a; Shinohara
et al., 2001a; Sigala et al., 1999).

1.5.3 Die zellbiologische Bedeutung von CD82/KAI1

Welche molekularen Vorgédnge flir die metastasierungssupprimierende Eigenschaft von
CD82 verantwortlich sind, ist noch nicht vollstdndig geklért, da die von CD82 bewirkten
Effekte vielfdltig und erst in Ansétzen verstanden sind.

Zum einen interagiert CD82 iiber seine grofle extrazellulire Domidne mit verschiedenen
Integrinen, z.B. mit a3p1-, a6B1-, und a4p1-Integrinen (Boucheix und Rubinstein, 2001;
Mannion et al., 1996; Ono et al., 2000; Zhang et al., 2001) oder dem Integrin LFA-1,
welches durch CD82 in die Adhésionsfoci der Zellen rekrutiert wird (Shibagaki et al., 1998;
Shibagaki et al., 1999). Auf diese Weise, moglicherweise aber auch durch seine Interaktion
mit E-Cadherin, welches Zell-Zell-Kontakte vermittelt (Afshari et al., 1999), verstarkt CD82

die Adhérenz der Zellen und vermindert deren Motilitét, was von entscheidender Bedeutung
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fiir seine Wirkung als Metastasensuppressor sein konnte (Ono et al., 1999; Ono et al., 2000).
CD82, das Teil des multimolekularen Tetraspaninnetzwerks in der Cytoplasmamembran ist,
interagiert nicht nur mit verschiedenen Integrinen, sondern reguliert auch deren Aktivierung:
Wie einige der Tetraspanine, mit denen CD82 direkt oder indirekt interagiert (z.B. CD?9,
CD53, CD81 und CDI151 (Hammond et al.,, 1998)), interagiert auch CD82 mit
Proteinkinasen wie PKCa. Diese Interaktion erfolgt durch den N-terminalen cyto-
plasmatischen Teil oder die ersten beiden Transmembrandoménen der Tetraspanine und hat
zur Folge, dass etwa 15-25 % der zelluldren PKC an die Tetraspanine gebunden werden. Die
damit einhergehende rdumliche Anndherung flihrt zur Phosphorylierung und Aktivierung
der ebenfalls an die Tetraspanine assoziierten a3- und a6-Integrine (Zhang et al., 2001).
Zudem regulieren die Tetraspanine CD82, CD9, CD63, CD81 und CD151, wie Versuche
mit anti-Tetraspanin-Antikorpern zeigen, die Phosphorylierung der Fokalen-Adhésions-
Kinase (FAK) sowie eventuell auch anderer (Tyrosin-) Kinasen (Lebel-Binay et al., 1995).
Die FAK ist an der Reorganisation des corticalen Actin-Cytoskeletts beteiligt, steht mit
Integrinen in Verbindung und beeinflusst die Migration der Zellen (Berditchevski und
Odintsova, 1999; Boucheix und Rubinstein, 2001).

Ebenfalls fiir die Metastasierung relevant konnte die Interaktion von CDS82 mit dem
Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-Rezeptor) sein. CD82 beschleunigt
dessen Internalisierung, wodurch der Zelle proliferations- und migrationsinduzierende
Signale vorenthalten werden. Auch aufgrund dieser Eigenschaft konnte sich die Reduktion
der CD82-Expression fiir das Metastasierungspotential der Zelle positiv auswirken und
einen dhnlichen Effekt wie die in vielen Tumoren beobachtete Hochregulation des EGF-
Rezeptors bewirken. Zudem koénnte auch hier die oben beschriebene Funktion von CD82 im
Tetraspaninnetzwerk von Bedeutung sein, da CD82 die EGF-induzierte Actin-
Polymerisierung im Zellkortex, die Bildung von Lamellipodien und die Zellmigration
unterdriickt (Moustafa und Nicolson, 1997; Odintsova et al., 2000). Mdglicherweise ist
CD82 auch an der Endocytose weiterer Rezeptormolekiile beteiligt, zumal es auch zur
Endocytose von CD4, einem Corezeptor des T-Zellrezeptors, beitrdgt (Imai et al., 1995).
AuBlerdem verfiigt es im C-terminalen cytosolischen Teil iiber ein YSKV-Bindemotiv flir
das Clathrin-aktivierende Protein 2, welches als Internalisierungssignal dienen kdnnte (Boll
et al., 1996; Hammond et al., 1998).

Die Entdeckung weiterer Funktionen von CD82 ist zu erwarten, zumal auler dem bislang

uncharakterisierten Schwangerschafts-spezifischen Glykoprotein 17, welches das Tetra-
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spanin CD9 bindet (Waterhouse et al., 2002), bislang kein natiirlicher Ligand eines

Tetraspanins identifiziert wurde.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Da erst ein Bruchteil der Proteine bekannt sein diirfte, die unter physiologischen oder
pathologischen Bedingungen an der Apoptoseinduktion beteiligt sind, war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, neue Komponenten von Apoptosewegen zu finden. Hierzu sollte das
von Grimm und Leder entwickelte Expressions-Reihenuntersuchungsverfahren verwendet
werden, das auf der Transfektion einer Maus-cDNA-Bibliothek in humane Nierenzellen
(293T) und anschlieBender phanotypischer Analyse apoptotischer Verdnderungen beruht.
Dieses halbautomatisierte Verfahren erlaubt die vergleichsweise rasche Analyse vieler
cDNAs und nutzt aus, dass viele Proteine bekannter Apoptosewege, z.B. Caspase-2 oder
Bax, in der Lage sind, bei Uberexpression dominant Apoptose zu induzieren (Grimm und
Leder, 1997).

Aus den erhaltenen positiven, bislang nicht als proapoptotisch beschriebenen Klonen wurde
der Metastasensuppressor C33 — das Maus-Homolog von CD82/KAIl — fiir weitergehende
Untersuchungen ausgewihlt. Dabei sollte der Mechanismus der Apoptoseinduktion durch
C33 niher charakterisiert werden: Einerseits, um moglicherweise Hinweise auf einen neuen
Weg der Apoptoseinduktion zu erhalten, und anderseits, um einzuschitzen, ob die
proapoptotische Eigenschaft von CD82 zur in vivo beobachteten Suppression der
Metastasierung, die bislang auf die durch CD82 bewirkte Migrationsinhibition und/oder

beschleunigte Internalisierung des EGF-Rezeptors zuriickgefiihrt wurde, beitragen konnte.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Aceton

Acrylamid-Losung (30 % Acrylamid,
0,8 % Bisacrylamid im Verhéltnis 37,5:1)

Agarose

Ammoniumacetat

Ammoniumperoxodisulfat

Aktivkohle Norvid A

Arsentrioxid

Bacto Agar

Bacto Trypton

Borsaure

Bromphenolblau

Calciumchlorid

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-
dimethyl-ammonium]-1 propansulfonat)

Chloroform

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

Chloroquin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Eisessig

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylendioxy-bis-(ethylennitril)-tetraacetat (EGTA)

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

D(+)-Glucose

L-Glutamin

Glycerin

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
BioTech, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Biomol, Hamburg
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
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Glycylglycin
Glycin
Harnstoff
Hefeextrakt

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-

N’-2-ethansulfonsdure)

Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol
Milchpulver

MOPS (3-(N-Morpholino)propan-sulfonsaure)

Natriumacetat
Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Nonidet P-40
Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; pH 8)

Ponceau S

2-Propanol
Propidiumiodid
Saccharose (Sucrose)
Salzsdure
Siliziumdioxid (Silika)
TEMED
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Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit, USA

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Milupa, Friedrichsdorf
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin

Trypton

Tween 20 (Polyoxyethylen-sorbitanmonolaurat)
Uridin

Wasserstoffperoxid (33 %)

2.2 Molekularbiologische Reagenzien

Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Difco, Detroit, USA
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

2.2.1 Antibiotika und biochemische Reagenzien

AACOCF3

Ampicillin

Actinomycin D

Aprotinin

ATP

BSA (Rinderserumalbumin)
BAPTA/AM

Calphostin

CCCP (Carbonyl-cyanid-m-chlorphenylhydrazon)

Chelerythrin

CPRG (Chlorphenolrot-B-D-galactopyranosid)
Cycloheximid

Di0Cq(3) (3,3’-Dihexyloxacarbocyanin)
dNTP-Set

EGTA/AM

Etoposid

Fibronektin (human)

G418-Sulfat (Geneticin)

Hydroethidin (HE)

Interferon-gamma (IFNy; human, rekombinant)
Kanamycin

Kristallviolett

Calbiochem, La Jolla, USA
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Calbiochem, La Jolla, USA
Calbiochem, La Jolla, USA
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Roche, Mannheim

Sigma, Miinchen

Molecular Probes, Leiden, NL
Amersham Pharmacia, Freiburg
Calbiochem, La Jolla, USA
Sigma, Miinchen

BD Biosciences, Bedford, USA
Calbiochem, La Jolla, USA
Molecular Probes, Leiden, NL
Biomol, Hamburg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
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Laminin (human) Sigma, Miinchen
Luciferin Sigma, Miinchen
Leupeptin Sigma, Miinchen
MAPTAM Calbiochem, La Jolla, USA
Penicillin Sigma, Miinchen
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Miinchen
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Calbiochem, La Jolla, USA
Puromycin Sigma, Miinchen
Streptomycin Sigma, Miinchen
Tetracyclin Sigma, Miinchen
Tiron (4,5-Dihydroxy-1,3-benzol-disulfonsaure) Sigma, Miinchen
TriPure Isolation Reagent Roche, Mannheim
Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa; Biomol, Hamburg
human, rekombinant)
Z-VAD-FMK (Z-Val-Ala-Asp (oMe)- Enzyme Systems Products,
Fluormethylketon) Livermore, USA

2.2.2 Restriktionsenzyme

Alle verwendeten Restriktionsenzyme stammten von MBI-Fermentas, St. Leon-Rot. Es
handelte sich um: Bam HI, Eco RI, Hind III, Not I, Xba I und Xho I.

2.2.3 Andere Enzyme

Expand Long Template PCR-System Roche, Mannheim

Reverse Transkriptase (Superscript I1) Gibco BRL, Eggenstein
RNase A Qiagen, Hilden
T4-DNA-Ligase MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

2.2.4 Proteinase-Inhibitoren

Complete Mini Proteasen-Inhibitoren-Cocktail Roche, Mannheim
Aprotinin Sigma, Miinchen
Leupeptin Sigma, Miinchen
TLCK (Noa-p-Tosyl-L-Lysin-Chlormethyl-Keton) Sigma, Miinchen
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma, Miinchen
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2.2.5 Monoklonale Antikorper

anti-CD82 (azidfrei) Diaclone, Besangon, Frankreich
anti-CD82 PE Diaclone, Besangon, Frankreich
anti-Cytochrom ¢ Pharmingen, San Diego, USA
anti-Fas Pharmingen, San Diego, USA
anti-HA Roche, Mannheim

anti-mouse (azidfrei) Sigma, Miinchen

anti-mouse HRP Amersham Pharmacia, Freiburg
anti-c-myc Roche, Mannheim

anti-PARP Roche, Mannheim

anti-rabbit HRP Amersham Pharmacia, Freiburg
anti-rat HRP Amersham Pharmacia, Freiburg

2.2.6 Molekulargewichtsstandards
Als GroBenreferenzmarker flir DNA-Gele wurde die 100bp- oder die 1kb-DNA-Leiter von

Eurogentec (Seraing, Belgien) verwendet. Fiir Proteingele wurde der Full-range rainbow
recombinant protein molecular weight marker von Amersham Pharmacia (Freiburg)

verwendet.

2.3 Zellkulturmedien

Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (DMEM) Sigma, Miinchen
Joklik modifiziertes MEM Gibco BRL, Eggenstein
MEM Gibco BRL, Eggenstein
RPMI 1640 Gibco BRL, Eggenstein
MEM nicht-essentielle Aminoséuren Gibco BRL, Eggenstein
Fotales Kilberserum (FKS) Sigma, Miinchen

2.4 Oligonukleotide

Alle Oligodesoxyribonukleotide wurden bei der Firma Metabion in Martinsried oder am
MPI fiir Biochemie (Abt. Oesterhelt) synthetisiert und direkt fiir PCR-Reaktionen

eingesetzt. In der folgenden Ubersicht sind die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
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in 5°—3’-Orientierung angegeben. Das vor dem zu isolierenden DNA-Abschnitt lokalisierte

Oligonukleotid wurde mit fwd, das danach lokalisierte wurde mit rev bezeichnet.

Oligonukleotide zur Klonierung von C33 mit und ohne ATG:
C33 fwd: TATGGATCCCAGAATGGGGGCAGG

rev: TATAATGCGGCCGCCGTACTTGGGGACCTTG
C33AATG  fwd: TATGGATCCGGGGCAGGCTGTGTC

Oligonukleotide zur Klonierung von C-terminalen-C33-Deletionsmutanten:
C33d49 rev: TATAATGCGGCCGCCTGAGGTTTGTAGGACGG

C33d80 rev: TATAATGCGGCCGCCATTGACAGCACCGATAC

C33d119 rev: TATAATGCGGCCGCCGATCTCCTTCTTCAGC

C33d255 rev: TATAATGCGGCCGCCGTACCGGCACAAACATA

Oligonukleotide zur Klonierung von Mitgliedern der CD82-Familie:

CD82 fwd: ATATGAATTCCACCATGGGCTCAGCCTGTATCAAAGTC
rev: TATAATGCGGCCGCCGTACTTGGGGACCTTGCTGTAGTC
CD81 fwd: ATATGAATTCCACCATGGGAGTGGAGGGCTGC
rev: TATAATGCGGCCGCCGTACACGGAGCTGTTCCGG
CD9 fwd: ATATGAATTCCACCATGCCGGTCAAAGGAGGCAC
rev: TATAATGCGGCCGCCGACCATCTCGCGGTTCCTGC
CD53 fwd: ATATGAATTCCACCATGGGCATGAGTAGCTTGAAACTG
rev: TATAATGCGGCCGCCTAGCCCTATGGTCTGGCTGG
CD63 fwd: ATATGAATTCCACCATGGCGGTGGAAGGAGGAATG
rev: TATAATGCGGCCGCCCATCACCTCGTAGCCACTTCTG
CD37 fwd: ATATGAATTCCACCATGTCAGCCCAGGAGAGCTG
rev: TATAATGCGGCCGCCACGGTATCGAGCGAGCCGG
CD151 fwd: ATATGAATTCCACCATGGGTGAGTTCAACGAG

rev: TATAATGCGGCCGCCGTAGTGCTCCAGCTTGAG
CO-029 fwd: ATATGAATTCCACCATGGCAGGTGTGAGTGCCTG
rev: TATAATGCGGCCGCCTTTGTTCCCGATCTGGCAATAC
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2.5 Kits

ApoAlert AnnexinV-EGFP Apoptose Kit Clontech, Palo Alto, USA

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Perkin Elmer, Weiterstadt
Ready Reaction Kit

BioRad Protein Microassay BioRad, Miinchen

Effectene Transfektionsreagenz Qiagen, Hilden

Fugene6 Transfektionsreagenz Roche, Mannheim

Plasmid Mini, Midi bzw. Maxi Kit Qiagen, Hilden

QIAex II DNA-Extraktion aus Agarosegelen Qiagen, Hilden

QIAquick Gelextraktionskit Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit (RNA-Isolation) Qiagen, Hilden

2.6 Plasmide

In der Arbeit verwendete, aber nicht selbst konstruierte Plasmide sind im Folgenden

aufgelistet:

zur Klonierung verwendete Plasmide:

pcDNA3

pcDNA3A

pmycAl+2

pHA1+2

3,5 kbp groBBes Plasmid, mit CMV-Promoter zur Expression
rekombinanter DNA in eukaryontischen Zellen; enthélt eine

Neomycin-Resistenzkassette (Invitrogen, Heidelberg)

Derivat von pcDNA3 mit deletierter Neomycin-Resistenzkassette
(Grimm und Leder, 1997)

Derivat  von  pcDNA3Azur  Herstellung  myc-getaggter
Fusionsproteine; kloniert durch Austausch des NotI-Xba I-
Fragments gegen die  Sequenz  des  c-myc-Epitops
(EQKLISEEDLN)

Derivat von pcDNA3A zur Herstellung Hémaglutinin  (HA)-
getaggter Fusionsproteine; kloniert durch Austausch des Not I-
Xba I-Fragments gegen die Sequenz des HA-Epitops
(YPYDVPDYA)
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pEYFP

Derivat eines EYFP-Expressionsvektors (Clontech, Palo Alto,
USA) zur Herstellung von Fusionsproteinen, die C-terminal mit
EYFP verbunden sind und unter Kontrolle des CMV-Promotors
stehen (hergestellt von A. Schubert, MPI fiir Biochemie,
Martinsried). Erst die Insertion einer cDNA im richtigen Leseraster

ermoglicht die Expression von EYFP.

als Positiv- und Negativkontrollen verwendete Plasmide:

pLantern

pB-Gal

pLucCMV

pNedd2

pRIP

p33CMV

pAntl
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GFP-Expressionsvektor (Gibco BRL, Eggenstein); cotransfiziert als

Expressionskontrolle

cDNA von B-Galactosidase unter Kontrolle des LTR des Maloney-
Maus-Leukdmie-Virus’ (Price et al., 1987) (erhalten von P. Leder,
Harvard-University, USA)

cDNA von Leuchtkéfer-Luciferase (de Wet et al., 1987) unter
Kontrolle des CMV-Promotors; basiert auf pPRcCMV (Invitrogen,
Heidelberg)

cDNA von Caspase-2 (erhalten von S. Kumar, Adelaide,
Australien) unter Kontrolle des CMV-Promotors; basiert auf
pRcCMYV (5,5kb, Invitrogen, Heidelberg)

eukaryontischer Expressionsvektor flir RIP, eine Komponente des
TNF-Rezeptorkomplexes, die bei Uberexpression Apoptose
induziert (Grimm und Leder, 1997; Hsu et al., 1996a)

cDNA von p53 (erhalten von M. Fritsche Freiburg) unter Kontrolle
des CMV-Promotors; basiert auf pRcCMV (Invitrogen,
Heidelberg)

cDNA der Adenin-Nukleotid-Translokase 1 (Antl) unter Kontrolle
des CMV-Promotors; basiert auf pcDNA3A (Bauer et al., 1999)
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Plasmide, die fiir membranassoziierte Proteine codieren:

pRKS5-Herc

pRKS-HerNAS

pRKS5-Her2

pcDNA3VSV PDGFR

pFneo-a3-WT

pECE-1

cDNA des EGF-Rezeptors unter Kontrolle des CMV-Promotors
(erhalten von A. Ullrich, MPI fiir Biochemie)

dominant-negativer EGF-Rezeptor (cytoplasmatische Doméne
fehlend) unter Kontrolle des CMV-Promotors (erhalten von A.
Ullrich, MPI fiir Biochemie)

Her2 (c-erB-2, neu) unter Kontrolle des CMV-Promotors (erhalten
von A. Ullrich, MPI fiir Biochemie)

cDNA des PDGF-Rezeptors unter Kontrolle des CMV-Promotors
(erhalten von A. Ullrich, MPI fiir Biochemie)

eukaryontischer Expressionsvektor fiir Integrin-a3 (Culture
Collection, USA)

eukaryontischer Expressionsvektor fiir Integrin-81 (Culture
Collection, USA)

Plasmide, die fiir Sauerstoffradikal-inaktivierende Enzyme codieren:

pcDNA3-Cat

pcDNA3-CuZnSOD

eukaryontischer Expressionsvektor fiir humane Katalase unter
Kontrolle des CMV-Promotors; erhalten von M. Tiedge, Hannover
(Quan et al., 1986)

eukaryontischer Expressionsvektor fiir Ratten-Cu-Zn-Superoxid-
Dismutase unter Kontrolle des CMV-Promotors; erhalten von M.
Tiedge, Hannover (Ho und Crapo, 1987)

Plasmide, die fiir Apoptose-Inhibitoren codieren:

pSFFV Bel-2

pBcl-x HA

eukaryontischer Expressionsvektor flir Bcl-2 unter Kontrolle des

SFFV-Promotors; erhalten von S. Korsmeyer, St. Louis, USA

cDNA des Apoptose-Inhibitors Bcl-x;. inseriert in pHA1+2, unter
Kontrolle des CMV-Promotors; (hergestellt von T. Mund, MPI fiir

Biochemie, Martinsried)
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pXIAP cDNA des Apoptose-Inhibitors Bel-x;. inseriert in pcDNA3A, unter
Kontrolle des CMV-Promotors; (hergestellt von M.K.A. Bauer,
MPI fiir Biochemie, Martinsried)

pIAP-2HA cDNA des Apoptose-Inhibitors IAP-2 inseriert in pHA1+2, unter
Kontrolle des CMV-Promotors; (hergestellt von M.K.A. Bauer,
MPI fiir Biochemie, Martinsried)

2.7 Gerite

Brutschrénke fiir Bakterien
Durchflusscytometer: FACS-Calibur
E.coli-Pulser (Elektroporationsgerit)
Elektrophoresekammern
Geldokumentationssystem: Eagle Eye I1

Inkubatoren fiir Sdugerzellen:
Forma Scientific 3121 (21 % O,)
NuAire 2500E (1 % O,)

Kiihlzentrifugen:
5417 R
4K15
RC 5B Plus

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop: Axiophot IM-35
Zellkulturmikroskop: Axiovert 25

PCR-Gerite:
Mastercycler Personal
Mastercycler Gradient

Pipetten

PVDF-Membran: Hybond P
Rontgenfilme: Biomax MR-1
Spektrophotometer: DU 530
Stromgeber: EPS 600
Tischzentrifugen: 5417 C

UV-Tisch: UVT-14L
Vakuumzentrifuge: Concentrator 5301
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Heraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
BioRad, Miinchen

MPI fiir Biochemie, Martinsried
Stratagene, La Jolla, USA

Forma Scientific, Marietta, USA
NuAire, Plymouth, USA

Eppendorf, Hamburg
Sigma, Miinchen
Sorval, Bad Homburg

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg

Gilson, Middleton, USA
Amersham Pharmacia, Freiburg
Kodak, Rochester, USA
Beckman, Miinchen

Pharmacia Biotech, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Herolab, Wiesloch

Eppendorf, Hamburg



3 Methoden

3.1 Prokaryontische Zellkultur

3.1.1 Prokaryontische Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten mit rekombinanten Bakterien wurden in dafiir vorgesehenen Einrichtungen
(Bakteriensterilbank, auf 37°C temperierter Brutschrank und Schiittler) durchgefiihrt. Die
Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten (LB-broth, Sigma, Miinchen)
mit 50 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin bei 37°C kultiviert.

LB-Medium: 1 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

3.1.2 Lagerung von Zellen

Von wichtigen Bakterienklonen wurden 0,85 ml einer Ubernachtkultur mit 0,15 ml

autoklavierter Glycerinlosung (87 %) gemischt und bei —80°C gelagert.

3.1.3 Bakterienstamme

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurden die Bakterienstimme E. coli Sure (Stratagene, La
Jolla, USA) und E. coli DH5a (Hanahan, 1983) verwendet.

3.1.4 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Chemokompetente Zellen:

Zur Herstellung chemokompetenter E. coli wurden 100 ml Ubernachtkultur (LB-Medium
mit 50 pg/ml Tetracyclin) bis zu einer OD (600 nm) von 1 herangezogen. Dann wurden die
Bakterien gekiihlt (10 min auf Eis), pelletiert (10 min 4.000 upm 4°C) und in 20 ml 0,1 M
CaCl, resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Bakterienpellets in 4 ml 0,1
M CaCl, resuspendiert, mit 830 ul 87 % Glycerin versetzt und in Aliquots a 50 ul bei —80°C
gelagert.
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Elektrokompetente Zellen:

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli wurde eine 1:10 verdiinnte Ubernachtkultur bis
zu einer OD (600 nm) von 0,5-0,7 weiterkultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen
pelletiert (15 min 5.000 upm 4°C). Die Pellets von 1 1 Kultur wurden in 1 1 eiskaltem 10 %
Glycerin resuspendiert und erneut pelletiert. Es folgten zwei weitere Wasch- und
Zentrifugationsschritte mit 500 bzw. 250 ml 10 % Glycerin. Dann wurde das Bakterienpellet
in 4 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendiert und in 50 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C verwahrt.

3.1.5 Transformation von Bakterienzellen

Chemotransformation:

Chemokompetente Bakterien (50 pl Aliquots) wurden auf Eis aufgetaut und mit 0,01-1,0 ug
Plasmid-DNA versetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurde durch 1,5-miniitigen
Hitzeschock bei 42°C und nachfolgende Kiihlung (1 min auf Eis) die DNA in die Bakterien
eingebracht. Danach wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und zur Resistenzexpression 30
min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien pelletiert (30 sec 5.000 g) und
in 50 pul SOC-Medium resuspendiert, auf LB-Agarplatten ausplatiert und iiber Nacht bei
37°C kultiviert.

SOC-Medium: 2% Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,01 M NaCl
0,01 M MgCl,
0,01 M MgSO4
2,5mM KCI
0,02 M Glucose

Elektrotransformation:

Elektrokompetente Zellen (50 pl Aliquot) wurden auf Eis aufgetaut und mit 0,01-1,0 pg
Plasmid-DNA versetzt. Nach 15-mintitiger Inkubation auf Eis wurde das Bakterien-DNA-
Gemisch in Elektroporationskiivetten (BioRad, Miinchen) gegeben und unter Verwendung
einer Elektroporationskammer (1,8 kV in E.coli-Pulser BioRad, Miinchen) elektroporiert.

AnschlieBend wurden die Bakterien mit 1 ml SOC-Medium versetzt und 30 min bei 37°C
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inkubiert. Danach wurden sie pelletiert (30 sec 5.000 g) und in 50 pl SOC-Medium
resuspendiert, auf LB-Agarplatten ausplatiert und tiber Nacht bei 37°C kultiviert.

3.2 Eukaryontische Zellkultur

3.2.1 Eukaryontische Zellkulturbedingungen

Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank (Heraeus, Hanau) mit sterilen Losungen,
autoklavierten Glaswaren und sterilem Kunststoffmaterial (Greiner, Solingen; Nunc,
Wiesbaden) ausgefiihrt.

Die Zellen wurden, sofern nicht anders angegeben, in Medium bei 37°C, 21 % O,, 5 % CO,
und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. Das Medium
wurde mit 5 % (293T-Zellen) oder 10 % fotalem Kaélberserum (FKS, alle anderen
Zelllinien), 2 mM Glutamin, ] mM Na-Pyruvat sowie 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin supplementiert. Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick iiber die fiir verwendeten
Zelllinien und Kulturmedien sowie liber weitere Medienzusitze, die bei einzelnen Zelllinien
zugegeben wurden.

Wenn die Zelldichte eine Konfluenz von ca. 80 % erreichte, bzw. wenigstens alle 3 Tage,
wurden die Zellen geteilt: Hierzu wurden sie mit PBS gewaschen und durch Inkubation in
Trypsin (1 % in PBS) fiir ca. 3 min bei 37°C abgeldst. Sobald die Zellen in Suspension
gingen, wurden sie in Kulturmedium mit FKS {iberfiihrt und 2 min bei 1.000 g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Schlie8lich wurden

die Zellen in Zellkulturschalen mit etwa 10-40 % Konfluenz ausgesit.

10x PBS: 100 mM Na,HPO4
50 mM NaH,PO4
54 mM KCI
137 mM NaCl

3.2.2 Lagerung eukaryontischer Zellen

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellen trypsiniert, pelletiert und in Ndhrmedium
resuspendiert (siche 3.2.2). Dann wurden die Zellen zusétzlich mit 10 % FKS sowie 10 %
DMSO versetzt, in 2 ml Kryo-Rohrchen (Nunc, Wiesbaden) aliquotiert und im
Gefrierschrank langsam auf —80°C abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen in fliissigen
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Stickstoff {iberfiihrt. Gelagerte Zellen wurden durch rasches Erwdrmen getaut und sofort in

frischem Medium 1:20 verdiinnt ausgest.

3.2.3 Transfektion eukaryontischer Zellen

Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick {iber die bei den einzelnen Zelllinien verwendeten
Transfektionsmethoden. Vor jeder Transfektion wurden die Zellen in geeignete Formate
ausgesit. Je nach Zelllinie erfolgte die Transfektion 5 h (HeLa) bis 2 Tage (293T) nach dem
Aussden der Zellen bei etwa 40 bis 70 % Konfluenz. Vor der Transfektion wurde das
Medium gewechselt. Die einzelnen Transfektionsmethoden werden im Folgenden
beschrieben.

Calciumphosphat-Transfektion:

Diese Methode basiert auf der Copréazipitation von DNA und Ca-Phosphat (Graham und van
der Eb, 1973). Daher wurde 1 Volumen in Millipore-Wasser geloste DNA mit 1/9 Volumen
2,5 M CaCl, versetzt. AnschlieBend wurde zur Prézipitatbildung 1,1 Volumen 2xHBS
pH 6,9-7,1 tropfenweise zugegeben und 5-15 min bei RT inkubiert. Danach wurde das
Prézipitat vorsichtig auf die Zellen gegeben. Je nach Zelllinie wurde nach 5 h (293T,
MCEF-7) oder Uber-Nacht-Inkubation (HeLa, PC3, LNCaP) das Kulturmedium gewechselt,
um das Prézipitat von den Zellen zu entfernen.

Fiir eine Transfektion im 6-well-Format wurden beispielsweise flir ein well 2,5 ng DNA in

70 ul Millipore-Wasser verdiinnt und mit 7,5 pl 2,5 M CacCl, sowie 75 pl 2xHBS versetzt.

2xHBS: 4 g NaCl
0,19 g KCl
2,4 ¢ HEPES
0,06 g Na,HPO4
ad 250 ml Millipore-Wasser
pH 6,9-7,1 einstellen mit 1 N NaOH und sterilfiltrieren

Bei einigen Zelllinien (PC3, LNCaP und MCF-7) wurde direkt vor dem zweiten
Mediumwechsel ein Glycerin-Schock durchgefiihrt: Hierzu wurde zundchst das Medium
abgesaugt. Dann wurden die Zellen fiir 1 min mit 25 % Glycerin (in PBS) inkubiert, bevor
durch dreimaliges Waschen mit PBS Glycerinreste entfernt wurden. AnschlieBend wurden

die Zellen in frischem Kulturmedium weiterkultiviert.
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Tabelle 3.1 Zelllinien, Kulturmedien und Transfektionsmethoden

Transfektions-

Zelllinie Beschreibung Quelle Kulturmedium
methode
293T humane embryonale P. Leder, DMEM Ca-Phosphat mit
Nierenzellen Harvard- 40 uM Chloroquin
University, USA
HelLa humane K. Schulze- DMEM Ca-Phosphat
Zervixkarzinomzellen Osthoff, MUnster oder Effectene
HelLa p0 HelLa-Derivat ohne S. Grimm, DMEM mit Ca-Phosphat
mitochondriale DNA MPI f. Biochemie 50 pg/ml Uridin oder Effectene
HelLa HelLa-Derivat, in F. Melchior, Joklik Ca-Phosphat
Suspensions-  Suspension wachsend  MPI f. Biochemie modifiziertes
zellen MEM
HelLa (1 % O,) DMEM mit 1x Effectene
MEM-nicht
essentiellen

PC3

DU145

LNCaP

MCF-7

Rat1

GD25

B1GD25

humane
Prostatakarzinomzellen

humane
Prostatakarzinomzellen

humane
Prostatakarzinomzellen

humane
Mammakarzinomzellen

Fibroblasten (Ratte)

Fibroblasten (Maus),
defizient fir p1-Integrin

GD25-Derivat mit
rekontituiertem [31-
Integrin

R. Riesenberg,
LMU Munchen

R. Riesenberg,
LMU Munchen

R. Riesenberg,
LMU Munchen

P. Bauerle,
Freiburg

A. Ullrich,
MPI f. Biochemie

R. Fassler/T.
Sakai, MPI f.
Biochemie

R. Fassler/T.
Sakai, MPI f.
Biochemie

Aminosauren
RPMI; Transfek-
tion DMEM mit
CT-FKS

RPMI

RPMI, Transfek-

tion DMEM mit
CT-FKS

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM,
10 pg/ml
Puromycin

Ca-Phosphat mit
Glycerin-Schock

Superfect

Ca-Phosphat mit
10 yM Chloroquin
und Glycerin-
Schock

Ca-Phosphat mit
Glycerin-Schock

Fugene6

Transfektion mit Effectene oder Fugene6:

Die Transfektionen wurden nach Angaben der Hersteller (Qiagen, Hilden bzw. Roche,

Mannheim) durchgefiihrt. Beispielsweise wurden fiir die Transfektion von HeLa-Zellen mit
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Effectene im 12-well-Format 125 ng DNA in 50 pl EC-Puffer verdiinnt, mit 0,8 pl
Enhancer versetzt und 7 min bei RT inkubiert. Danach wurde 1 pl Effectene zugegeben und
15 min bei RT inkubiert. Schlielich wurde der Ansatz mit 250 pl Kulturmedium verdiinnt
und auf die Zellen gegeben.

3.2.4 Herstellung von HelLa-Zellen ohne mitochondriale DNA (pO0-
Zellen)

Um HeLa p0-Zellen zu erhalten, wurden HeLa-Zellen zwei Monate in Medium mit
100 pg/ml Ethidiumbromid sowie 50 pg/ml Uridin und 100 pg/ml Pyruvat kultiviert (King
und Attardi, 1989). Durch die fortdauernde Ethidiumbromid-Exposition wurde die
mitochondriale DNA zerstdrt, was durch Uberpriifung der Uridinabhingigkeit des
Wachstums getestet wurde. Ein weiterer Indikator flir den Verlust der mitochondrialen DNA
ist die fehlende Expression der mitochondrial codierten Cytochrom c-Oxidase (Daten von
A. Schubert, MPI fiir Biochemie).

3.3 DNA-Arbeitsmethoden

3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmidminipriparationen:

Zur Préparation von DNA im kleinen Mafistab wurde das Plasmid Mini Kit von Qiagen
(Hilden) verwendet. Dabei werden die Bakterien durch alkalische Lyse lysiert und ihre
DNA wird iiber Sdulen aufgereinigt.

Alternativ wurde Plasmid-DNA aus Bakterien zur schnellen Uberpriifung von
Bakterienklonen ohne Sdulen, ebenfalls durch alkalische Lyse aufgereinigt (Birnboim und
Doly, 1979). Hierzu wurden die Bakterien pelletiert (15 sec 20.800 g) und in 150 pl Puffer
P1 resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von 150 pl Puffer P2
lysiert (5 min bei RT). Dabei werden die Proteine durch SDS, die chromosomale und auch
die Plasmid-DNA durch die alkalischen Bedingungen denaturiert und die RNA im Verlauf
der Reinigung durch RNase A degradiert. Im nichsten Schritt wurde die Suspension durch
Zugabe von 150 pl Puffer P3 neutralisiert und 5 min auf Eis inkubiert. Durch die hohe
Salzkonzentration prézipitieren dabei denaturierte Proteine, chromosomale DNA,
Zelltrimmer und SDS. Im Gegensatz dazu renaturiert bei diesem Schritt die Plasmid-DNA

aufgrund ihrer zirkuldren Struktur und bleibt in Losung. In der nun folgenden Zentrifugation
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(5 min 20.800 g) wurden die Zellreste und prizipitierten Zellkomponenten pelletiert. Der
Plasmid-DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefB iiberfiihrt und durch
Zugabe von 800 pl Ethanol gefillt. Direkt anschlieBend wurde erneut zentrifugiert (5 min
20.800 g). Das erhaltene Plasmid-DNA-Pellet wurde mit 300 pul 70 % Ethanol gewaschen
und 5 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Anschlieend wurde die Plasmid-DNA in

20 pl Millipore-Wasser gelost und stand fiir Restriktionsanalysen zur Verfligung.

Puffer P1: 100 pg/ml RNase A, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA
Puffer P2: 200 mM NaOH, 1 % SDS

Puffer P3: 3 M Kaliumacetat, pH 5,5 mit Eisessig

Puffer P4: 2,5 % SDS in Isopropanol

Isolierung von Plasmid-DNA im 96-well-Format:

Die gleichzeitige Isolation von Plasmid-DNA vieler verschiedener Klone wurde wie
beschrieben im 96-well-Format ausgefiihrt (Neudecker und Grimm, 2000): Hierzu wurden
96-deep well-Blocke (Qiagen, Hilden) mit Bakterien angeimpft und 2 Tage kultiviert. Dann
wurden die Blocke mit den Bakterien abzentrifugiert (Sigma-Kiihlzentrifuge 4K15, 3.000 g,
5 min). Die Pellets wurden in jeweils 170 pl Puffer P1 durch Vortexen resuspendiert und
anschlieBend durch Zugabe von 170 pl Puffer P2 lysiert. Nach einer Inkubationszeit von 5
min wurde die Lyse durch Zusatz von je 170 ul Puffer P3 unterbrochen. Die Blocke wurden
anschieBend 5 min bei 6.000 g zentrifugiert und der Uberstand in frische 96-deep well-
Blocke tiberfiihrt. Dann wurden je well 100 pl Puffer P4 zugesetzt und die Suspension 45
min bei 4°C gelagert. Anschlieend wurden die Blocke 10 min bei 6.000 g zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden in 96-well Polyoxymethyl-Mikrotiterplatten iiberfiihrt und mit je 150 pl
Siliciumdioxidsuspension versetzt. Die Platten wurden 20 min bei RT inkubiert, wodurch
die DNA an die Silikaoberfldche binden konnte. AnschlieBend wurden die Platten 5 min bei
6.000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Die Silikapellets wurden mit je
400 pl kaltem (—20°C) Aceton gewaschen und 30 sec gevortext. AnschlieBend wurden die
Blocke 3 min bei 6.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Platten
wurden 5 min in Vakuumkammern bei RT getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA mit je
75wl 60°C warmem Millipore-Wasser eluiert. Die Blocke wurden 10 min bei 6.000 g
zentrifugiert, um das Silikamaterial zu pelletieren. SchlieBlich wurden die Plasmid-DNA-

haltigen Uberstinde in 96-well Mikrotiterplatten iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.
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Silika-Suspension: 50 g Siliciumdioxid
300 Wl HCI (konz.)
ad 1 1 Millipore-Wasser
1 hbei 121°C autoklavieren

Priparative Isolierung von Plasmid-DNA

Um grofle Mengen Lipopolysaccharid-armer DNA zu erhalten, die fiir die Transfektion von
Saugerzellen geeignet ist, wurde das Plasmid Midi oder Maxi Kit von Qiagen, Hilden nach
Vorschrift des Herstellers verwendet. Es basiert ebenfalls auf der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979). Die DNA wird dann iiber Anionenaustauscher-Sédulen, die
selektiv doppelstrangige DNA binden, und durch Isopropanol-Fillung aufgereinigt und

schlieBlich in Wasser aufgenommen.

3.3.2 Uberpriifung der DNA-Konzentration und Reinheit

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren in wiassriger Losung wurde ihre optische
Dichte nach Schleif und Wensink bei 260 nm bestimmt (Schleif und Wensink, 1981). Dabei
entspricht eine OD (260 nm)-Einheit einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

Um die Reinheit der DNA zu bestimmen, wurde zusitzlich die optische Dichte bei 280 nm
bestimmt. Bei dieser Wellenldnge haben die aromatischen Aminosduren der Proteine ihr
Absorptionsmaximum; daher kann aus dem Quotienten OD (260 nm) / OD (280 nm) auf die
Reinheit der DNA geschlossen werden. Der Quotient sollte zwischen 1,65 und 1,85 liegen.

3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur spezifischen exponentiellen Vermehrung von
DNA zwischen zwei Oligonukleotiden verwendet. Alle PCR-Reaktionen wurden mit dem
Expand Long Template PCR-System von Roche, Mannheim durchgefiihrt. Dabei wurde der

folgende Reaktionsansatz gewahlt:

PCR-Ansatz: 39,5 ul Millipore-Wasser
5 ul PCR-Puffer 3
2,5ul 25 mM MgCl,
100 ng DNA-template (Plasmid oder cDNA)
1 W fwd-Oligonukleotid (10 uM)
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1 ul rev-Oligonukleotid (10 pM)
1 ul dNTPs (25 mM je dNTP)
0,75ul Polymerase (3,5 U/ul)

Fiir die Amplifikation wurden — abhingig von der eingesetzten DNA-Menge — 28 bis 40
Zyklen verwendet. Ein PCR-Zyklus bestand aus der Denaturierung der DNA (30 sec 94°C),
dem Anhybridisieren der Primer bei 40-60°C (je nach Zusammensetzung und Lénge der
Primer) und der 3’-Verldngerung der Primer durch die Polymerase bei 68°C (1 min pro
1.000 bp). Das Gelingen der Amplifikation wurde durch Agarose-Gelelektrophorese
iberpriift.

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Zur Reinigung, Trennung und Identifizierung von DNA wurde die Agarose-
Gelelektrophorese verwendet (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden die DNA-haltigen
Proben mit 1/6 Volumen Probenpuffer auf 0,6-2 %ige Agarose-TAE-Gele aufgetragen und
in TAE-Puffer im elektrischen Feld aufgetrennt. Als Referenz dienten definierte
GroBenmarker mit Vielfachen von 100 bp oder 1 kbp (Eurogentec, Seraing, Belgien).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in einem Férbebad mit 10 pg/ml Ethidiumbromid
in TAE gefarbt. AnschlieBend wurde in einem Wasserbad die unspezifische Firbung
entfernt. DNA-Banden wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators visualisiert und mit

einer Videokamera (Eagle-Eye I, Stratagene, La Jolla, USA) dokumentiert.

6x Probenpuffer: 40 mg Xylencyanol
40 mg Bromphenolblau
Sml Glycerin
5 ml Millipore-Wasser
20 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0

50x TAE-Puffer: 121 g Tris-Base
28,5 ml Eisessig
50 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
420 ml Millipore-Wasser
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3.3.5 Praparative Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Reinigung von DNA aus Agarosegelen wurden die entsprechenden, im langwelligem
UV-Licht sichtbaren Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Anschlieend wurde die
DNA mit den Kits Qiaex II oder Qia Quick Spin nach Angaben des Herstellers (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt.

3.3.6 Reinigung von Nukleinsauren durch Phenolisierung

Die Phenol-Chloroformextraktion (modifiziert nach Kirby (Kirby, 1957)) wurde verwendet,
um DNA von storenden Proteinen — beispielsweise nach Restriktionsspaltungen — zu
befreien.

Dazu wurde die DNA-Losung mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1;
pH 8) versetzt und gut durchmischt. Dadurch werden DNasen, RNasen, Ligasen und andere
Proteine denaturiert und in der Interphase zwischen wassriger und organischer Phase
angereichert. Zur besseren Phasentrennung wurden die Proben 5 min bei 20.800 g
zentrifugiert. Die DNA-haltige wissrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Eppendorfgefd3 tberfiihrt. Zur Entfernung von Phenolresten wurde 1 Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugesetzt, durchmischt und zentrifugiert. Die obere
wissrige Phase wurde abgenommen und die darin enthaltene DNA wurde durch Ethanol-

Natriumacetat gefillt (siche Abschnitt 3.3.7).

3.3.7 Prazipitation von Nukleinsauren
Geloste DNA wurde — nach der Vorschrift von Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989) —

durch Ethanol-Natriumacetat-Prézipitation auftkonzentriert und gereinigt. Dabei wurde die
DNA-Losung mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 versetzt. Durch Zugabe von
2,5 Volumen 100 % Ethanol und einstiindiger Inkubation bei —80°C wurde die DNA gefillt
und durch Zentrifugation (30 min, 20.800 g) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %
Ethanol gewaschen und 15 min bei RT getrocknet. SchlieBlich wurde die DNA in wenig
Millipore-Wasser gelost.

3.3.8 Enzymatische Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basensequenzen der DNA und
hydrolysieren bestimmte Phosphodiesterbindungen innerhalb dieser Regionen. Dies

ermdglicht das Heraustrennen definierter Sequenzen aus der DNA. Restriktionsspaltungen
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wurden nach Angaben des Enzymherstellers unter geeigneten Pufferbedingungen
durchgefiihrt. Dabei wurde ein Reaktionsvolumen von 10 pl pro ng DNA gewihlt; die
Inkubationsdauer lag zwischen 30 min und 5 h. Zur Kontrolle der Spaltung wurde die DNA
gelelektrophoretisch analysiert (siehe Abschnitt 3.3.4).

3.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor wurden 200 ng der linearisierten
Vektor-DNA mit einem zwei- bis dreifachen molaren Uberschuss des Fragments in einem
Gesamtvolumen von 20 pl verwendet. Ligationspuffer und T4-DNA-Ligase wurden nach
den Angaben des Herstellers (New England Biolabs, Frankfurt) zugegeben. Nach 45 min
Inkubation bei RT oder Ubernachtinkubation bei 16°C wurde die Ligase durch Erhitzen
(5 min 65°C) inaktiviert. Die ligierte DNA wurde entweder direkt zur Chemotransformation
verwendet oder gefallt und durch Elektroporation in Bakterien eingebracht (siche Abschnitte
3.1.5und 3.3.7).

3.3.10 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung von DNA-Sequenzen wurden diese mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten
dNTPs automatisch sequenziert. Hierzu wurde eine Sequenzierreaktion mit 500 ng DNA,
8 pmol Oligonukleotiden und 4 pl des big-dye-Terminator cycle sequencing ready reaction
kit (Perkin Elmer, Weiterstadt) in einem Volumen von 20 pl durchgefiihrt. Diese umfasste
35 Zyklen mit 10 sec Denaturierung bei 96°C, 5 sec Hybridisierung bei 50°C und 4 min
Synthese bei 60°C. AnschlieBend wurden die Proben mit 30 ul Millipore-Wasser, 3 ul 3 M
Natriumacetat und 50 pl 100 % Ethanol (RT) versetzt, gevortext und 20 min zentrifugiert
(20 min 20.800 g RT). Die dabei gefillte DNA wurde mit 100 pl 70 % Ethanol gewaschen,
10 min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert. Nach dem Abnehmen des Uberstandes
wurde die DNA in der Vakuumzentrifuge getrocknet und durch die Firma Seqlab
(Géttingen) automatisch sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden editiert und mit den
entsprechenden Datenbankeintragen abgeglichen. Nur Plasmide mit Sequenzen, die in ihrer
Aminosdureabfolge mit den Datenbankeintrdgen vdllig iibereinstimmten, wurden fiir

weitergehende Experimente verwendet.
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3.4 RNA-Arbeitsmethoden

3.4.1 RNA-Isolation aus eukaryontischen Zellen

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen wurden zwei 15 cm Schalen
293T- oder HeLa-Zellen mit einer Konfluenz von 60-70 % verwendet: Nach dem Absaugen
des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 5 ml TriPure (Roche,
Mannheim) versetzt. Mit Hilfe einer umgebogenen Kaniile wurden die Zellen von der Platte
gelost und durch 10-maliges Auf- und Abziehen lysiert. Dabei wurden durch das in TriPure
enthaltene Phenol und Guanidinthiocyanat Proteine, also auch RNasen, denaturiert.
AnschlieBend wurde das Lysat in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Jeweils 1 ml
Zelllysat wurde mit 200 pl Chloroform versetzt, gevortext und nach 10 min Inkubation bei
RT zentrifugiert (15 min 20.800 g 4°C). Die obere wissrige Phase wurde abgenommen und
mit 500 ul Isopropanol versetzt, gevortext und zur Prazipitation der RNA mindestens eine
Stunde bei —80°C inkubiert. Danach wurde 30 min zentrifugiert (20.800 g 4°C), der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
frischem Millipore-Wasser geldst (15 min auf Eis). Nach der Priparation wurde die RNA-
Konzentration photometrisch bestimmit.

Alternativ wurde zur Prédparation von RNA das RNeasy-Kit verwendet, wobei in allen

Punkten den Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) gefolgt wurde.

3.4.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wurde RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Diese wiederum wurde zur Amplifizierung bestimmter Sequenzen
mittels PCR (sieche Abschnitt 3.3.3) genutzt. Die reverse Transkription wurde nach den
Angaben des Enzymbherstellers (Gibco BRL, Eggenstein) durchgefiihrt. Dabei wurden 3 pg
RNA mit 2 pl OligodT-Primern (0,5 pg/ul) in einem Volumen von 24 pl fiir 5 min bei 65°C
inkubiert, auf Eis abgekiihlt und mit 8 pl 5xErststrangsynthese-Reaktionspuffer, 4 ul 0,1 M
DTT und 2 pl ANTPs (10 mM pro dNTP) versetzt. AnschlieBend wurde 2 min bei 42°C
inkubiert, bevor 2 ul (200 U) Superscriptll-Enzym zugesetzt wurden. Die cDNA-Synthese
erfolgte durch einstiindige Inkubation bei 42°C. AbschlieBend wurde das Enzym durch
Erhitzen inaktiviert (15 min 70°C). Die so erhaltene cDNA wurde bei —20°C gelagert oder
direkt fiir die PCR verwendet.
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3.5 Apoptose-Tests

3.5.1 DNA-Leiter

Zum Nachweis der internukleosomalen Spaltung von DNA, die ein Charakteristikum fiir
Apoptose ist, wurde eine 10 cm-Schale 293T-Zellen mit Expressionsplasmiden transfiziert.
Nachdem Apoptose phinotypisch sichtbar war, wurden die Zellen abgeschabt, zentrifugiert
(10 min 1.000 g 4°C) und mit eiskaltem PBS gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 600 pl hypotonem Lysepuffer B aufgenommen und 10 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde 10 min bei 20.800 g zentrifugiert. Der Uberstand, der die
DNA-Fragmente enthalten sollte, wurde abgenommen und mit 560 ul Phenol versetzt,
1 min gevortext und zentrifugiert (10 min 20.800 g). Die obere Phase wurde abgenommen
und mit 500 pl Phenol/Chloroform (1:1) vermischt. Dazu wurde wiederum 1 min gevortext.
AnschlieBend wurde 10min bei 20.800 g zentrifugiert. Die obere Phase wurde
abgenommen und mit 30 ul 5 M NaCl und 1 ml kaltem Ethanol (-20°C) vermischt. Durch
Lagerung bei —20°C (mindestens 2 h) wurde die DNA gefillt. Danach wurde sie durch
Zentrifugation pelletiert (20 min 20.800 g 4°C); der Uberstand wurde dekantiert und das
Pellet mit 300 ul kaltem 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das DNA-Pellet bei RT getrocknet. Die DNA wurde in 15 pl TE-Puffer
aufgenommen und 5 h bei 50°C gelost. Dann wurden 3 pl RNaseA (10 mg/ml) zugesetzt
und 60 min bei 37°C inkubiert, um die noch enthaltene RNA zu degradieren. Die Losung
wurde in farbstofffreiem Probenpuffer aufgenommen und auf einem 2 %igen Agarose-Gel
bei 60 V fiir 2,5 h aufgetrennt.

hypotoner Lyse-Puffer B: 95,5 ml Millipore-Wasser
500 ul 2 M Tris pH 7,2
2ml 0,5 M EDTA
200 pl TritonX 100

3.5.2 Nachweis hypodiploider DNA

Bedingt durch die internukleosomale Spaltung der DNA verlieren die Zellkerne im Verlauf
der Apoptose zunehmend DNA: ihr DNA-Gehalt sinkt somit und wird hypodiploid (Vermes
et al., 2000). Der Anteil der Zellkerne mit hypodiploider, sogenannter sub-G1-DNA, wurde
durchflusscytometrisch nach Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid bestimmt (Bauer et
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al., 1999). Dazu wurden nach geeigneten Apoptose-Induktionszeiten die Zelliiberstinde
ebenso wie die durch Trypsinieren geernteten Zellen abzentrifugiert (10 min 1.500 g 4°C).
Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, um keine apoptotischen Zellen zu verlieren. Das
Pellet wurde in 200 pul PBS resuspendiert. Falls in den Ansdtzen GFP cotransfiziert war,
wurden 100 pl der Zellsuspension abgenommen und zur durchflusscytometrischen
Bestimmung der Transfektionseffizienz verwendet. Der Rest der Zellsupension wurde mit
1,5 Volumen hypotonem PI-Lyse-Puffer (0,1 % NasCitrat, 0,1 % Triton X-100, 20 ng/ml
Propidiumiodid in PBS) versetzt. Dadurch wurden die Zellen lysiert, die Kerne freigesetzt
und die DNA durch das im Puffer enthaltene Propidiumiodid angefarbt.

Die so préparierten Zellen wurden nun im Durchflusscytometer im Kanal FL2 mit dem
Programm Cellquest analysiert. Dabei wurden je nach Anzahl der Parallelmessungen
zwischen 2.500 und 10.000 Zellen pro Probe vermessen. Zur Bestimmung des Anteils von
Zellkernen mit hypodiploider DNA in einer Probe wurden die Messergebnisse als
Histogramm dargestellt und der Anteil von Kernen mit Sub-G1-DNA in Relation zu der
Gesamtheit der Kerne (Kerne in Sub-G1, G1, S und G2) gesetzt. Zur Bestimmung der
spezifischen Apoptose wurden von den Messwerten jeweils die Werte der unbehandelten

oder mit Luciferase oder $-Galactosidase transfizierten Proben abgezogen.

3.5.3 Phosphatidylserin-Detektion

Das Auftreten von Phosphatidylserin in der dulleren Hélfte des Cytoplasmamembran-
Doppelschicht ist ein Indikator fiir Apoptose. Es lésst sich detektieren durch die Zugabe von
Farbstoff-gekoppeltem AnnexinV zu den intakten Zellen, da Annexin spezifisch an
Phosphatidylserin bindet.

Detektion der Phosphatidylserin-Exposition mit GFP-Annexin:

Hierzu wurde das ApoAlert AnnexinV-EGFP Apoptosis Kit von Clontech (Palo Alto, USA)
nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Dabei wurden die Zellen mit EGFP-gekoppeltem
AnnexinV unter geeigneten Bedingungen inkubiert. Nach dem Entfernen von unspezifisch
gebundenem AnnexinV-EGFP wurde das Ergebnis im Mikroskop betrachtet und durch
Photographieren dokumentiert: An Zellen mit Phosphatidylserin in der &uBleren
Membranhilfte hatte AnnexinV gebunden; sie leuchteten im Fluoreszenzlicht griin, wihrend

nicht-apoptotische Kontrollzellen keine Fluoreszenz zeigten.
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Detektion der Phosphatidylserin-Exposition mit Annexin-TC:

Zur durchflusscytometrischen Detektion der Phosphatidylserin-Exposition wurden 10’
Zellen nach dem AnnexinV-Biotin-Farbeprotokoll von Pharmingen (San Diego, USA)
zundchst trypsiniert, mit PBS gewaschen und in einem Volumen von 100 ul 15 min unter
geeigneten Pufferbedingungen mit 5 ul Biotin-konjugiertem AnnexinV bei RT inkubiert.
Die Zellen wurden danach zentrifugiert (5 min 1.500 g) und mit Bindepuffer gewaschen.
AnschlieBend wurden sie in 100 pl Bindepuffer mit 2,5 ul Streptavidin gekoppeltem
Tricolor-Farbstoff (Caltag Laboratories, Burlingame, USA) 15 min im Dunkeln bei RT
inkubiert, wodurch der Farbstoff iiber Biotin-Streptavidin-Bindung an Zellen mit
exponiertem Phosphatidylserin gekoppelt wurde. SchlieBlich wurde die Zellsuspension mit

400 pl Bindepuffer verdiinnt und durchflusscytometrisch analysiert.

3.6 Proteinchemische Methoden

3.6.1 Herstellung von Zellextrakten

Zum Nachweis verschiedener Proteine im Western-Blot mussten Zellextrakte hergestellt
werden. Davon abhéngig, in welchem Zellkompartiment das Protein erwartet wurde,

wurden verschiedene Lyseprotokolle verwendet.

Cytoplasmatische Extrakte zum Nachweis von cytoplasmatischem Cytochrom c:

Zu einem geeigneten Zeitpunkt nach Apoptoseinduktion wurden die Zellen einer 10 cm-
Schale geerntet, in PBS gewaschen und in Puffer A resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen durch 10-maliges Auf- und Abziehen mit Hilfe einer 22G-Kaniile homogenisiert.
Durch Zentrifugation mit 750 g (10 min 4°C) wurden die Kerne und unvollstindig lysierte
Zellreste pelletiert. Die Uberstéinde wurden nun bei 10.000 g zentrifugiert (10 min 4°C), um
die Mitochondrien abzutrennen. Die so erhaltenen cytoplasmatischen Uberstinde wurden in
der SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.6.3) eingesetzt.

Puffer A: 250 mM Saccharose I mM EGTA
20 mM HEPES pH 7,5 1 mM Dithiothreitol
1,5mM MgCl, 0,1 mM PMSF
10 mM KCI 10 pg/ml Leupeptin
I mM EDTA 10 ug/ml Aprotinin
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Kernextrakte zum Nachweis von PARP-Spaltprodukten:

Zur Extraktion nukledrer Proteine wurde das 750 g-Pellet, das bei der Herstellung
cytoplasmatischer Extrakte angefallen war, verwendet. Die darin enthaltenen Zellkerne
wurden in 80 ul Mercapto-Urea-Probenpuffer aufgenommen. Durch 5-maliges Auf- und
Abziehen in einer 22G-Kaniile wurden die Kerne lysiert und die chromosomale DNA

geschert. Die so auftbereiteten Proben wurden fiir SDS-PAGE verwendet.

Mercapto-Urea-
Probenpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 6,8
6 M Harnstoff
6 % P-Mercaptoethanol
3% SDS
0,004 % Bromphenolblau

Extrakte mit solubilisierten Membranproteinen zum CD82-Expressionsnachweis:

Die Extraktion integraler Proteine der Cytoplasmamembran wurde nach den Angaben von
(Pique et al., 2000) durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen einer 10 cm-Schale geerntet und
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend in Lysepuffer (1 % CHAPS und
Complete Mini-Protease-Inhibitoren in TBS) resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde 15 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert und der membranprotein-
haltige Uberstand zur SDS-PAGE eingesetzt.

TBS: 150 mM NaCl
10 mM Tris pH 7,3

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde mit Hilfe des Protein Microassay von
BioRad (Miinchen) bestimmt (Bradford, 1976), um zu gewdhrleisten, dass gleiche
Proteinmengen in der SDS-PAGE eingesetzt werden. Der Nachweis, der nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt wurde, beruht auf der Interaktion des Farbstoffes Coomassie-Blau
mit aromatischen Aminosduren. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl 1:10

verdiinnter Zellextrakt mit 1 ml 1:5 verdiinntem Reagenz versetzt, fiir wenige Minuten bei

48



3 Methoden

RT inkubiert und photometrisch analysiert. Die Konzentration wurde durch den Vergleich

mit einer BSA-Standardkurve ermittelt.

3.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden, wie von Laemmli beschrieben (Laemmli, 1970), durch eindimensionale
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen mit 40 mA
aufgetrennt.

Direkt vor der Elektrophorese wurden die zu analysierenden Proben mit 2xSDS-Ladepuffer
versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt
und auf die Gele aufgetragen. Je nach Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine

wurden 5-15 %ige Polyacrylamid-Trenngele verwendet (Sambrook et al., 1989).

2xSDS-Ladepuffer: 200 mM Tris HCI pH 6,8
6 % SDS
24 % Glycerin
9 % B-Mercaptoethanol
250 mg/ml Bromphenolblau

Gel-Matrix fiir 10 ml Gel: Sammelgel Trenngel (10 %)
Millipore-Wasser 2,7 ml 4 ml
30 %-Acrylamid-Losung 670 pul 3,3ml
1 M Tris HCI pH 6,8 500 pl -
1,5 M Tris HCI pH 8,8 - 2,5ml
10 % SDS 40 pl 100 pl
10 % Ammoniumperoxodisulfat 40 ul 100 pl
TEMED 4 ul 4 ul
Laufpuffer: 25 mM Tris-HCl
250 mM Glycin pH 8,3
0,1 % SDS
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3.6.4 Western-Blot

Proteine, die mit SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurden elektrophoretisch mit der
Western-Blot Technik in einer semi-dry-Apparatur auf Hybond-ECL-Membranen
(Amersham Pharmacia, Freiburg) transferiert. Dazu wurden das Gel, die mit Methanol
aktivierte Membran, sowie in Transferpuffer getrinkte, auf Gelgrofe zugeschnittene
Filterpapiere (Whatman 3MM) Iuftblasenfrei in die Blotkammer gelegt. Der Transfer
erfolgte bei 0,8 mA/cm” fiir 1 h.

Transferpuffer: 48 mM Tris-Base
39 mM Glycin
0,037 % SDS
20 % Methanol

Nach dem Transfer wurden unspezifische Bindungsstellen mit 5 % Milchpulver in TBS-T
bei 4°C iiber Nacht oder in 1h bei RT abgesittigt. Dann wurde die Membran zweimal mit
TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurde der primére Antikorper in geeigneter Verdiinnung
in 5 % Milchpulver/TBS-T zugegeben und 1h bei Rautemperatur inkubiert. Danach wurde
die Membran fiinfmal fiir 5min mit TBS-T gewaschen, bevor der sekundére,
Meerrettichperoxidase (HRP)-markierte Antikérper in TBS-T mit der Membran 1 h bei RT
inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die Membran erneut fiinfmal 5 min mit TBS-T

gewaschen.

TBS-T: 150 mM NaCl
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
0,05 % Tween 20

3.6.5 Chemilumineszenz-Detektion von Proteinen

Die durch den sekunddren Antikérper markierten Proteine wurden durch eine
Meerettichperoxidase (HRP)-katalysierte Chemilumineszenzreaktion (enhanced chemilumi-
nescence ECL) nachgewiesen. Hierzu wurde das Super signal West pico chemiluminesent-
Substrat bzw. bei schwachen Signalen das Super signal West femto maximum sensitivity-
Substrat von PIERCE (Rockford, USA) verwendet. Dazu wurden in einer Dunkelkammer
gleiche Teile der ECL-Losungen A und B gemischt und auf die mit Antikdrpern behandelte
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Membran gegeben. Anschlieend wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt, um das

Ergebnis des Western-Blots zu dokumentieren.

3.6.6 Ponceau S-Farbung von Proteinen

Um die Auftragung gleicher Proteinmengen und die Effizienz des Western-Blot-Transfers
zu Uberpriifen, wurden die Proteine auf der Membran reversibel angefarbt. Dazu wurde die
Membran 1 min mit dem Farbstoff Ponceau S (2,5 % in PBS) inkubiert und anschlieBend
durch mehrmaliges Waschen mit TBS-T sukzessive entfdrbt, so dass die Proteinmengen in

den verschiedenen Spuren des Gels verglichen werden konnten.

3.7 Reportergentests

Zur Uberpriifung der Expression der als Negativkontrollen verwendeten Konstrukte pLuc

und pp-Gal wurden folgende Reportergentests durchgefiihrt.

3.7.1 Luciferase-Test

Um die Expression transfizierter Luciferase zu testen, wurden die Zellen trypsiniert, mit
PBS gewaschen und in 150 pl Lysepuffer aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen
10 min bei 4°C lysiert und 5 min abzentrifugiert (20.800 g 4°C). 50 ul Uberstand wurden
abgenommen und im Luminometer automatisch mit 100 pl Luciferin-Losung versetzt und

iiber 5 sec hinweg analysiert.

Lysepuffer: 25 mM Glycylglycin Luciferin-Losung: 55 pg/ml Luciferin
1 % TritonX-100 3,3 mg/ml Glycylglycin
15 mM MgSO4 3,0 mg/ml ATP
4 mM EGTA pHS,0
I mM DTT

3.7.2 B-Galactosidase-Test (CPRG)

Der Nachweis der Expression transfizierter f-Galactosidase erfolgte mittels Chlorphenolrot-
B-D-galactopyranosid (CPRG). Das Substrat CPRG wird enzymatisch von -Galactosidase
umgesetzt, wodurch es zu einem Farbumschlag von gelb nach rot kommt. Hierzu wurden

die Zellen trypsiniert, gewaschen und mit 500 pl 0,2 % TritonX-100 (in PBS) lysiert. Das
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Zelllysat wurde nun mit 200 ul CPRG-Mix versetzt und bei 37°C inkubiert. Je nach Stirke
der B-Galactosidase-Expression wurde nach 20 min oder 2 h die OD (574 nm) photo-

metrisch bestimmt.

CPRG-Mix: 660 ul 13 mM CPRG 100xMg: 100 ul 1 M MgCl,
2,3 ml Puffer P 300 ul B-Mercaptoethanol
30 ul 100xMg-Losung 600 pul Millipore-Wasser
Puffer P: 41 ml 0,2 M Na,HPO,

9ml 0,2 M NaH,PO4
50 ml Millipore-Wasser

3.8 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials

Zur durchflusscytometrischen Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials A
wurde der Farbstoff 3,3’-Dihexyloxacarbocyanin-iodid (DiOCg(3)) (Molecular Probes,
Leiden, NL) verwendet. Dieser wird nur in Mitochondrien mit starkem Membranpotential
aufgenommen. Hierzu wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und in 200 pl PBS
resuspendiert. Nach Zugabe von 40 pl 1:1.000 verdiinnter 0,5 mM DiOCg(3)-Stammldsung
wurden die Zellen exakt 30 min bei 37°C und 5 % CO, im Dunkeln inkubiert. Als Kontrolle
wurde ein Ansatz mit 1 ul 5 mM CCCP versetzt, welches als Entkoppler wirkt und zum
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials fiihrt. Direkt im Anschluss
wurden die Zellen auf Eis abgekiihlt und durchflusscytometrisch analysiert. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe einer Histogrammdarstellung der im Kanal FL3 gemessenen Daten. Dabei
wurde der Anteil schwécher fluoreszierender Zellen in Verhéltnis zu allen gemessenen

Zellen ausgewertet.

3.9 Bestimmung der Superoxidanion-Bildung

Der Nachweis der Superoxidanion-Bildung beruht auf der Oxidation von Hydroethidin (HE)
zu Ethidiumbromid, welches in die zelluldire DNA interkaliert und durchflusscytometrisch
erfasst werden kann (Li et al.,, 1999). Die Zellen je eines 12-well-Platten-wells wurden
trypsiniert, zentrifugiert und in 200 pl PBS resuspendiert. Als Positivkontrolle wurden
einige Ansdtze mit 2,5 pl 0,33 % Wasserstoffperoxid versetzt und 15 min bei 37°C und 5 %
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CO, vorinkubiert. AnschlieBend wurden alle Ansdtze mit 10 uM HE (Molecular Probes,
Leiden, NL) versetzt und 30 min im Dunkeln inkubiert (37°C 5 % CO,). Danach wurden die
Zellen auf Eis abgekiihlt und sofort durchflusscytometrisch analysiert. Fiir die Auswertung
wurde in einer Histogrammdarstellung der FL3-Daten der Anteil Zellen mit starker
Fluoreszenz (erhohtem Ethidiumbromid-Gehalt aufgrund verstérkter Hydroethidin-Oxida-

tion) an der Gesamtzellpopulation ermittelt.

3.10 Analyse und Anreicherung CD82-positiver Zellen

3.10.1 Bestimmung der CD82-Expression

Die Expressionsstirke von CDS82, welches ein integrales Protein der Cytoplasmamembran
ist, wurde durchflusscytometrisch mit Hilfe eines Phycoerythrin-markierten anti-CD82-
Antikorpers nach einem Protokoll von Diaclone (Besangon, Frankreich) ermittelt. Hierzu
wurden die Zellen durch Abschaben geerntet, zentrifugiert und auf einheitliche Zellzahlen
eingestellt. Dann wurden 50.000 Zellen in 50 pl PBS mit 1 % BSA aufgenommen und mit
1 ul Antikorper versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden 100 pl PBS mit 1 % BSA
zugegeben und 5 min bei 2.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt; das Pellet
wurde in 400 pl PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert, in 150 pul PBS aufgenommen und
sofort durchflusscytometrisch untersucht. Zur Auswertung wurde die Fluoreszenz
unbehandelter und mit dem Antikdrper behandelter Zellen mit Hilfe einer

Histogrammdarstellung der FL2-Messwerte gegeniibergestellt.

3.10.2 Anreicherung von Zellen mit starker Expression von CD82

Um Zellen mit hohem CDS82-Expressionsniveau aus einer stabil mit CD82 transfizierten
Zellpopulation zu isolieren, wurden 107 Zellen — wie in Abschnitt 3.10.1 beschrieben — mit
Hilfe eines Phycoerythrin-markierten anti-CD82-Antikorpers markiert und durchfluss-
cytometrisch analysiert. Dabei wurden 5000 besonders stark exprimierende Zellen mit
mittlerer Stringenz separiert (FACS-Calibur/CellQuest-Einstellung exclusion). Dies
entspricht etwa 1 % der Gesamtzellen. Die separierten Zellen wurden in Zentrifugen-
rohrchen aufgefangen, die zuvor mit 30 %igem FKS geblockt worden waren, um die
Anheftung der durch den Sortiervorgang geladenen Zellen an die Roéhrchenwand zu
vermeiden. Zur Entfernung des gebundenen Phycoerythrin-markierten Antikoérpers wurden

die separierten Zellen zweimal mit 20 ml PBS gewaschen und abzentrifugiert (10 min,
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1500 g, 4°C), bevor sie in Medium ohne Selektionsantibiotikum aufgenommen und
kultiviert wurden. Nach etwa einer Woche wurde die Selektion wieder aufgenommen, die
Zellen wurden weiter vermehrt und vor dem Beginn weiterer Experimente erneut auf ihre

CD82-Expression iiberpriift.

3.11 Bestimmung der Zelladhéasion und -migration

3.11.1 Nachweis der Zelladhasion an Laminin

Zur Uberpriifung des Adhisionsverhaltens von Zellen an Laminin, das eine wichtige
Komponente der extrazelluliren Matrix darstellt, wurden 96-well-Zellkulturplatten mit 1 pg
Laminin pro cm” beschichtet. Dazu wurden die Platten am Tag des Adhdsionsversuchs 1,5 h
bei 37°C mit 50 pl Laminin-Losung (100 ng/ml in PBS) pro well inkubiert, mit 100 ul PBS
gewaschen und anschliefend mit 100 ul BSA-Losung (3 % in PBS) fiir 1 h bei 37°C
gelagert, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Danach wurden die Platten zweimal
mit PBS gewaschen, welches durch Ausklopfen auf sterilen Papiertiichern weitgehend
entfernt wurde, und 20 min ohne Deckel bei Raumtemperatur unter der Sterilwerkbank
getrocknet.

Wihrend der Inkubationszeiten wurden die zu untersuchenden Zelllinien, die zwei Tage vor
Versuchsbeginn in 15 cm-Schalen ausgesit worden waren, bei einer Konfluenz von
50-70 % geerntet. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann bis zur Ablosung
in PBS mit 5 mM EDTA und 0,1 % BSA bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie
abzentrifugiert (1000 g, 3 min) und zweimal mit DMEM mit 0,2 % BSA gewaschen. Nach
Bestimmung der Zelldichte in einer Neubauer-Zéhlkammer (Superior, Marienfeld) wurden
die verschiedenen Zelllinien und auf eine Zelldichte von 250.000/ml eingestellt.

Fiir die Uberpriifung des Adhisionsverhaltens wurden 100 ul der Zellsuspension (25.000
Zellen) pro well ausgesdt und fiir 30 bis 120 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
AnschlieBend wurden die nicht-adhérierten Zellen durch Ausschlagen der Platten auf
sterilen Papiertiichern und zweimaliges Waschen mit DMEM mit 0,2 % BSA entfernt. Die
verbliebenen, adhérierten Zellen wurden mit 100 ul DMEM mit 0,2 % BSA versetzt. Die
quantitative Auswertung der Adhision erfolgte mit Hilfe eines MTT-Tests (vgl. Abschnitt
3.11.3). Um die Werte der verschiedenen Zelllinien untereinander zu vergleichen, wurde

parallel ein MTT-Test mit 100 ul der auf 250.000 Zellen/ml eingestellten Zellsuspension
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durchgefiihrt, dessen Ergebnisse zur Normalisierung der im Adhésionsversuch ermittelten

Werte verwendet wurden.

3.11.2 Nachweis der haptotaktischen Motilitat auf Fibronektin

Eine Moglichkeit zum Nachweis der Motilitit von Zellen ist die Verwendung sogenannter
transwell-Einsitze: Diese verfiigen iiber eine Polyethylenterephthalat-Membran, die pro cm®
100.000 Poren mit einem Durchmesser von 8 um hat (Falcon/Becton Dickinson, Le Pont De
Claix, Frankreich). Diese Einsdtze werden so in 24-well-Zellkulturplatten eingesetzt, dass
zwei Kompartimente entstehen: in das obere werden die Zellen ausgesit, im unteren, d.h. an
der Unterseite der Membran, kénnen die durch die Poren migrierten Zellen detektiert
werden.

Zum Nachweis der haptotaktischen Motilitdt auf Fibronektin wurde die Unterseite der
transwell-Membran mit 5 ug Fibronektin pro cm? beschichtet. Hierzu wurde die 0,32 cm?
grole Membran am Tag des Versuchs mit 10 pl einer Fibronektin-Losung (300 pg/ml)
beschichtet und bei Raumtemperatur unter einer Sterilwerkbank getrocknet.

In der Zwischenzeit wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.11.1 beschrieben geerntet und auf
eine Zelldichte von 120.000 Zellen/ml eingestellt. Von dieser Suspension wurden 250 pl auf
die Oberseite eines transwell-Einsatzes gegeben, wihrend in das untere Kompartiment
750 ul DMEM mit 0,2 % BSA gegeben wurden. AnschlieBend wurden die Ansétze je nach
Zelllinie 6 bis 30 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert, bevor die Zahl der migrierten Zellen
bestimmt wurde: Hierzu wurden die Zellen auf den transwell-Einsétzen zunédchst 10 min mit
Methanol fixiert und mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Kristallviolett
angefarbt, indem die Einsdtze fiir 15 min in einer Kristallviolett-Losung (0,27 g in 30 ml
Methanol und 30 ml H,O) inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen wurden.
Anschlieend wurden die nicht-migrierten Zellen, die sich immer noch auf der Oberseite
des transwell-Einsatzes befanden, mit einem Wattestibchen entfernt, so dass die migrierten
Zellen, die sich auf der Unterseite des transwell-Einsatzes befinden, ausgezédhlt werden
konnten. Zur Kontrolle der Spezifitdt der Migration wurden auch Zellen auf unbeschichteten
transwell-Einsdtzen ausgesit, wobei allerdings — gemifl den Erwartungen — in keinem Fall
eine Migration zu beobachten war.

Um sicher zu stellen, dass in den verschiedenen Ansétzen mit den verschiedenen Zelllinien
gleich viele Zellen eingesetzt wurden, was eine Voraussetzung fiir die Auswertbarkeit der
Ergebnisse ist, wurde, wie in Abschnitt 3.11.1 beschrieben, ein MTT-Test mit 250 pl der

verwendeten Zellsuspensionen durchgefiihrt.
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3.11.3 MTT-Test zur Zellzahlbestimmung

Da die Enzymaktivitit einer Zelllinie mit der Zellzahl in einem Ansatz ansteigt, ist es
moglich, die relative Anzahl an Zellen mit Hilfe eines Enzymtests zu ermitteln. Hierflir
wurde der sogenannte MTT-Test verwendet, der auf der Reduktion des Farbstoffs 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) durch mitochondriale
Dehydrogenasen basiert. Das dabei entstehende Formazanblau kann spektrophotometrisch
nachgewiesen werden (Hansen et al., 1989). Fiir den Test wurden 100 pl Zellsuspension mit
10 pl MTT-Losung (5 mg/ml) versetzt und fiir 3 bis 5 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.
Der dabei entstehende blaue Farbstoff wurde mit Isopropanol aufgeldst (100 pl Isopropanol
mit 4 % 1IN HCI zur Entfarbung des im Medium enthaltenen Phenolrots) und mit Hilfe eines
ELISA-Plattenlesers quantifiziert (Dynatech MR7000, Testfilter 590 nm; Referenzfilter
750 nm).
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4.1 Screening nach dominant Apoptose-induzierenden Genen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein ,,Screening®, eine Reihenuntersuchung, nach
dominanten Apoptose-induzierenden Genen durchgefiihrt. Hierzu wurden im 96-well-For-
mat einzelne cDNA-Klone einer normalisierten Mausnieren-cDNA-Bank isoliert und im 24-
well-Format in humane embryonale Nierenzellen (2937T) transfiziert. Mikroskopisch wurde
die Ausbildung eines typischen apoptotischen Phinotyps (schrumpfende, stirker licht-
brechende Zellen, Bildung apoptotischer Korperchen) 20 bis 50 h nach Transfektion unter-
sucht. Als Positivkontrollen wurden bekannte Apoptoseinduzierer wie Caspase-2 (Nedd2)
oder RIP, eine Komponente des TNF-Rezeptorkomplexes, verwendet; als Negativkontrollen
dienten Luciferase, 3-Galactosidase bzw. die zahlreichen nicht-positiven Klone.

Insgesamt wurden im Verlauf dieser Arbeit etwa 7900 unabhéngige cDNA-Klone getestet.
Nach Vereinzelung und wiederholter Transfektion erwiesen sich 52 Klone als positiv, was
einem Anteil von 0,66 % entspricht. Die Linge der entsprechenden cDNAs variierte
zwischen ca. 0,6 und 2,5 kb und betrug im Durchschnitt 1,3 kb.

Die positiven Klone wurden sequenziert und mit Datenbanken abgeglichen (z.B. www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast). Tabelle 4.1, Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3 geben einen Uberblick iiber
die erhaltenen positiven Klone. Nur wenige Klone, z.B. die Adenin-Nukleotid-
Translokase-1 (Antl) oder der Parathyroidhormon-/Parathyroidhormon-verwandte Peptid-
rezeptor, wurden mehrfach isoliert. Die zunédchst phianotypisch detektierte Apoptose wurde
bei besonders interessanten Klonen durch verschiedene Testverfahren verifiziert, beispiels-
weise durch Nachweis des Apoptose-typischen DNA-Abbaus (DNA-Leiter-Nachweis oder
durchflusscytometrischer Nachweis der Sub-G1-DNA), durch Nachweis der Phosphatidyl-
serinexposition oder durch Nachweis der Spaltung des Caspase-Substrates Poly-(Adenosin-
diphosphat-Ribose)-Polymerase (PARP). Tabelle 4.4 gibt einen Uberblick iiber die dabei
erhaltenen Ergebnisse. Aullerdem wurde die Apoptoseinduktion in HelLa und HelLa p0-
Zellen getestet. Letztere verfligen iiber keine intakte mitochondriale Atmungskette und
konnen daher dort keine proapoptotischen Sauerstoffintermediate bilden (Chandel und
Schumacker, 1999). Der Vergleich der Apoptoseinduktion in den beiden Zelllinien liefert
somit Hinweise auf den Mechanismus der Apoptoseinduktion. AuBlerdem wurden einige

Klone auf ihre Fahigkeit getestet, Apoptose in den untransformierten Ratl-Zellen zu
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induzieren. Das Ausbleiben von Apoptose in dieser Zelllinie wire somit ein Indiz fiir eine
mogliche tumorzellspezifische Apoptoseinduktion, die ein wichtiges Kriterium flir die
Auswahl eines Klons zur weiteren Charakterisierung sein konnte. Allerdings induzierten alle
getesteten Klone Apoptose in Ratl-Zellen, d.h. sie waren in threr Wirkung nicht tumorzell-
spezifisch.

Die isolierten positiven Klone wurden unterteilt in bereits bekannte Apoptoseinduzierer
(Positivkontrollen) und bislang unbekannte Apoptoseinduzierer. Diese gliedern sich in zwei
Gruppen von Genen: erstens bereits bekannte Gene und zweitens eine Gruppe mit bislang
unbekannten Sequenzen. Alle drei Gruppen werden in den folgenden Abschnitten vor-

gestellt.

4.1.1 Bekannte Apoptoseinduzierer (Positivkontrollen)

Die im Screening isolierten bereits bekannten Apoptoseinduzierer sind in Tabelle 4.1
aufgelistet. Das Aufspiiren dieser schon in der Literatur beschriebenen Apoptoseinduzierer
spricht flir die Eignung der Methode zur Suche nach dominanten Apoptoseinduzierern.
Gefunden wurden die Zelltod-induzierenden DFF45-dhnlichen Effektoren CIDE-A und -B,
die eine Homologie zum DNA-Fragmentierungsfaktor DFF 45 aufweisen, der durch
Caspase-3 aktiviert wird. Sie sind als Apoptoseinduzierer bereits charakterisiert (Inohara et
al., 1998). Ebenfalls bekannte physiologische Apoptoseinduzierer sind das Bcl-2 bindende
NIP-3 (Chen et al., 1999) und das zum TNF- und Fas-Rezeptorkomplex gehérende FADD
(Hsu et al., 1996b), die wie CIDE-B im Rahmen des Screenings von anderen Mitarbeiten
des Max-Planck-Instituts gefunden wurden.

4.1.2 Als proapoptotisch identifizierte bekannte Gene

Insgesamt wurden 34 bereits bekannte Gene als proapoptotisch isoliert. Grundsétzlich kann
die beobachtete Apoptoseinduktion sowohl fiir die normale Entwicklung und Funktion des
Organismusals auch in Zusammenhang mit bestimmten Krankheiten von Bedeutung sein.

Bei 14 von diesen Klonen konnte die neu detektierte proapoptotische Aktivitdt — nach dem
gegenwirtigen Stand der Literatur — zur Entstehung von Krankheiten beitragen, mit denen
diese Gene in Verbindung gebracht werden. Diese Klone sind im unteren Teil von Tabelle
4.1 zusammengefasst und werden im Folgenden besprochen. Fiir die iibrigen 20 Klone, die
in Tabelle 4.2 aufgelistet sind, konnte bislang in der Literatur kein Zusammenhang zwischen

ihrer Funktion und der neu entdeckten proapoptotischen Féhigkeit gefunden werden.
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Tabelle 4.1 Apoptose-induzierende Klone I

Ubersicht iiber die isolierten dominant Apoptose-induzierenden Klone, die bereits in der Literatur in

Zusammenhang mit Zelltod beschrieben sind, sowie iiber neu als Apoptoseinduzierer identifizierte bekannte

Gene, die mdglicherweise — aufgrund von Literaturecherchen — zur Entstehung bestimmter Krankheiten

beitragen konnten. Die drei mit * markierten Klone wurden von anderen Mitarbeitern des Max-Planck-Instituts

isoliert. Die angegebene Genbank-Zugangsnummer bezeichnet den Eintrag der NCBI-Datenbank, der die

groBte Ubereinstimmung mit dem sequenzierten Klon aufwies.

Klon

Genbank-

Zugangsnummer

Klonbeschreibung

Bekannte Apoptoseinduzierer (,,Positivkontrollen‘)

#40

*
*

*

AF041376
AF041377
AF041054
u43184

Zelltod-induzierender DFF45-ahnlicher Effektor A (CIDE-A)
Zelltod-induzierender DFF45-ahnlicher Effektor B (CIDE-B)
NIP-3
FADD

Als proapoptotisch identifizierte bekannte Gene mit moglicher Krankheitsassoziation

#2
#5

#7
#8

#34

#36
#45

#50
#48
#53
#60
#66
#71
#73

u27315
X78936

NM_0088218

AF176007
AF189389

574803

AF056031
AF061026

AB006202
D14883
u76253
M76131
X76453
uooe77
u30838

Adenin-Nukleotid-Translokase-1 (Ant1)

Parathyroidhormon- / Parathyroidhormon-verwandter
Peptidrezeptor (PTHR/PTHrR)

Hamoglobin-a, adulte Kette 1 (Hba-a1)

Mitochondriales Transporter Homolog 1 Isoform a (MTCH)
Presenilin-assoziiertes Protein

Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase Komplex Il, Membran-
intrinsische Untereinheit (CII-3)

Kynurenin 3-monooxygenase

Leucin-zipper-EF-hand enthaltendes Transmembranprotein 1
(Letm1)

Cytochrom b kleine Untereinheit von Komplex I
C33/R2/1A4, Metastasensuppressor

E25B

Elongationsfaktor 2 (EF-2)

H-rev107

Syntrophin-1

Spannungsabhangiger Anionenkanal-2 (Voltage dependent
anion channel-2, VDAC)
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Ein Beispiel fiir ein Protein dieser Gruppe ist die Adenin-Nukleotid-Translokase-1 (Antl).
Sie ist Teil der mitochondrialen PT-Pore, die bei der mitochondrialen Apoptoseinduktion
eine Rolle spielt (vergleiche Abschnitt 1.2.2) und vermag dominant Apoptose zu induzieren
(Bauer et al., 1999). Physiologisch relevant sein konnte die Antl-Apoptose bei der
Herzmuskelschwiche DCM (dilated cardiomyopathie), bei der eine erhdhte Apoptoserate
beobachtet wurde (Dorner et al., 1997; Schultheiss et al., 1996). Wie Antl ist auch der
spannungsabhingige Anionenkanal-2 (VDAC) eine Komponente der mitochondrialen PT-
Pore (Zoratti und Szabo, 1995). Er kann nach UV-Bestrahlung hochreguliert werden und
konnte zur UV-induzierten Apoptose beitragen (Voehringer et al., 2000).

Die im Screening detektierte, durch den Parathyroidhormon (verwandten) Peptidrezeptor
(PTHR/PTHrR) induzierte Apoptose wurde mittlerweile auch in der Literatur beschrieben.
Sie erfolgt vermutlich durch die Aktivierung von Phospholipase C und Verdanderungen im
Ca’"-Spiegel, ausgeldst durch den G-Protein gekoppelten Hormonrezeptor. Die physiolo-
gische Bedeutung der Apoptoseinduktion ist jedoch derzeit noch unklar, zumal der
PTHR/PTHIR je nach zelluldrem Kontext auch in antiapoptotische Signalwege involviert
sein kann; eine Rolle als pathologischer Apoptoseinduzierer ist jedoch nicht auszuschlieSen
(Turner et al., 2000).

Die Apoptoseinduktion durch Hdmoglobin o konnte bei bestimmten [-Thalassdmien
relevant sein, bei denen ein Uberschuss an Himoglobin o fiir den Zelltod in Knochenmark-
zellen verantwortlich gemacht wird (Schrier, 1997; Scott et al., 1993).

Die Entdeckung einer proapoptotischen Wirkung des Elongationsfaktors EF-2 war zunéchst
iiberraschend. Allerdings demonstrierten bereites Morimoto und Bonavida, dass EF-2 eine
Rolle bei der durch Bakterientoxine (Diphterietoxin und Pseudomonas A-Toxin) induzierten
Apoptose spielt (Morimoto und Bonavida, 1992).

Des Weiteren wurden drei Klone identifiziert, die in Zusammenhang mit neurodegenerati-
ven Krankheiten stehen, bei denen Apoptose bekanntermallen eine Rolle spielt: Der erste,
ein Klon, der Homologien zum Presenilin-assoziierten Protein aufweist, konnte seine pro-
apoptotische Wirkung mdoglicherweise durch die Interaktion mit Presenilinen, deren
mutierte Formen in Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion bei Alzheimer gebracht
werden, entfalten (Czech et al., 2000; Van Gassen et al., 2000). Das ebenfalls isolierte E25B
ist das Maus-Homolog des humanen Proteins Bri, dessen durch Punktmutation des Stop-
Codons verldngerte Variante aBri die familidre britische Demenz hervorruft: eine
Alzheimer-dhnliche autosomal-dominante neurodegenerative Krankheit. aBri kann oligo-

merisieren, Amyloid-artige Fibrillen bilden und im Gegensatz zum Wildtypprotein Apop-
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tose induzieren (El-Agnaf et al., 2001). Der dritte Klon, die Kynurenin-3-monooxygenase ist
ein Enzym des Tryptophanstoffwechsels und katalysiert die Synthese von 3-Hydroxy-
kynurenin, welches in bestimmten Gehirnregionen von Huntington-Patienten angereichert
ist (Pearson und Reynolds, 1992). Auch in Zusammenhang mit HIV-assoziierter Demenz
werden erhohte Konzentrationen des Neurotoxins beobachtet (Sardar et al., 1995). Die
proapoptotische Wirkung von transfizierter Kynurenin-3-monooxygenase ist mdoglicher-
weise wie die bereits publizierte Wirkung von 3-Hydroxykynurenin auf die Bildung
reaktiver Sauerstoffintermediate zuriickzufiihren (Okuda et al., 1996; Okuda et al., 1998).

In diese Gruppe fallen auch zwei Gene, die mit muskulidren Verdanderungen in Verbindung
gebracht werden: Letm 1 und Syntrophin-1. Letm 1, ist ein Transmembranprotein, das
neben wenigen anderen auf Chromosom 4 gelegenen Genen bei den meisten Patienten mit
Wolff-Hirschhorn-Syndrom deletiert ist. Zum Krankheitsbild der ererbten Krankheit, die
mit einer Inzidenz von 1:50.000 auftritt und zu dem die Letm1-Deletion beitrdgt, gehdren
neuromuskuldre Verdnderungen sowie schwere mentale und entwicklungsbezogene
Schiadigungen (Endele et al., 1999; Rauch et al., 2001). Das Auftreten apoptotischer Zellen
wurde allerdings in Zusammenhang mit dem Wolff-Hirschhorn-Syndrom bislang nicht
beschrieben. Auch Syntrophin-1 wurde bisher noch nicht in Zusammenhang mit Apoptose
gebracht. Es ist ein Adapterprotein im Dystrophin-Glykoproteinkomplex, der eine Rolle bei
zahlreichen Muskeldystrophien spielt. Es interagiert mit Grb2, einem Wachstumsfaktor-
rezeptor-gekoppelten Adapterprotein (Oak et al., 2001), mit Stress-aktivierter Kinase
SAPK3/ERK6 (Hasegawa et al., 1999) und vermag dariiber hinaus Ca>" und Calmodulin zu
binden (Newbell et al., 1997).

Weiterhin wurden drei Klone als proapoptotisch identifiziert, die als Tumor- oder
Metastasensuppressoren bekannt sind: CII-3, H-rev 107 und C33. In Abschnitt 1.4.1 wurde
die kritische Rolle der Apoptose bei der Tumorbildung und Metastasierung bereits
ausfiihrlich dargelegt. Somit konnte die Apoptoseinduktion durch die Succinat-Ubichinon-
Oxidoreduktase Komplex II-Untereinheit (CII-3) ein Grund dafiir sein, warum diese in
Tumoren transkriptionell herabreguliert ist und als Tumorsuppressor eingestuft wird (Baysal
et al., 2000; Niemann und Muller, 2000). Ahnliches kénnte fiir das isolierte Cytochrom b
gelten. Die Apoptoseinduktion durch CII-3 wurde bereits im Rahmen einer Doktorarbeit
untersucht, wobei sich herausstellte, dass der vollstindige Komplex II fiir die
Apoptoseinduktion durch verschiedene Chemotherapeutika essentiell ist (Albayrak 2001).
H-rev 107 ist ein Tumorsuppressor unbekannter Funktion, der in zahlreichen Tumoren

sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene herabreguliert ist (Husmann et
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al., 1998). Das Gen wurde bislang nicht als proapoptotisch beschrieben, doch fiihrt die
Uberexpression von H-rev 107 in H-ras-transformierten Zellen zu einer signifikanten
Reduktion der Tumorigenitidt in Nacktméusen. In Zellen, die den dennoch gebildeten
Tumoren entnommen wurden, konnte das H-rev 107-Protein nicht mehr nachgewiesen
werden (Sers et al., 1997). Dies deutet auf eine starke Selektion gegen die Expression von
H-rev 107 hin, die durch die in dieser Arbeit entdeckte proapoptotische Fahigkeit des
Proteins erkldrt werden konnte. Dass H-rev 107 zwar in HeLa-, nicht aber in HeLa-p0-
Zellen, Apoptose induziert (vgl. Tabelle 4.4), ist ein Hinweis darauf, dass fiir die
Apoptoseinduktion eine intakte mitochondriale Elektronentransportkette erforderlich ist.
Das Dritte dieser neu als proapoptotisch identifizierten Tumor- und Metastasensuppressor-
gene ist C33. Seine Féhigkeit, die Bildung von Metastasen zu supprimieren, macht es zu
einem interessanten Kandidaten fiir weitere Untersuchungen. Daher wurde es im Rahmen
der vorliegenden Arbeit genauer charakterisiert (siche Kapitel 4.2 ff.).

Zu den 20 Apoptose-induzierenden Klonen, die bislang nicht mit bestimmten Krankheits-
bildern in Verbindung gebracht werden konnen (vgl. Tabelle 4.2), gehdren Transport-
proteine (z.B. die innere mitochondriale Membrantranslokase Tim23), Komponenten des
Fettsdurestoffwechsels (z.B. die Very-long-chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase und die
Medium chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase) und Proteine des Kohlenhydratstoffwechsels (das
putative Glykogen-Speicherkrankheit Typl-Protein); auBerdem das Cytochrom 558 und
die L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase.

Weitere Mitglieder dieser Untergruppe sind zwei Proteine, die nahezu uncharakterisiert
sind: Shyc und das synaptische Glykoprotein. Shyc wird in Neuronen exprimiert. Seine
Funktion ist noch vollig ungekldrt, zumal es keinerlei signifikante Homologie zu anderen
Proteinen aufweist (Koster et al, 1998). Uber das zweite Protein, das synaptische
Glykoprotein, ist nichts bekannt, au3er dass es eine Homologie zur 5-a-Reduktase aufweist,
einem mikrosomalen Membranprotein, das eine Rolle im Testosteronstoffwechsel spielt
(Johnston et al., 1992).

Ein weiteres Protein, dessen Apoptose-induzierende Féhigkeit detektiert wurde, ist ein
Fragment der Serin-Threonin-Proteinkinase 51PK. Welche Funktion die Kinase in der Zelle
innehat, ist bislang noch nicht geklért. Es ist lediglich bekannt, dass das 51 kDa grof3e
Protein, von dem zwei Spleissvarianten beschrieben sind, im Kern lokalisiert ist und {iber

eine Kinase-Aktivitdt verfiigt (Zelko et al., 1998).
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Tabelle 4.2 Apoptose-induzierende Klone I1

Ubersicht iiber weitere isolierte dominant Apoptose-induzierende Klone, deren zellulire Funktion bekannt ist.
Die angegebene Genbank-Zugangsnummer bezeichnet den Eintrag der NCBI-Datenbank, der die grofite
Ubereinstimmung mit dem sequenzierten Klon aufwies.

Genbank-
Klon Zugangshummer Klonbeschreibung

Weitere als proapoptotisch identifizierte bekannte Gene

#6 AJ272046 Calciumkanal-gamma 5 Untereinheit (CACNG5)
#13 NM_012504 Na'K'-transportierende ATPase, alpha 1 Polypeptid (Atp1a1)
#18 AJ223958 Very-long-chain Acyl-CoA-Synthetase (VLACS)
#33 AF080469 Putatives Glykogen-Speicherkrankheit Typ 1b-Protein
#39 AB005451 Nieren-spezifischer Transporter (RST)
#43 M12673 Guanin-Nukleotid-Bindeprotein G-s, alpha Untereinheit
#47 U22465 Na/Pi-Cotransporter (NaPi-7)
#51 M31775 Cytochrom beta-558
#59 u07159 Medium-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase
#61 AF072757 Fettsauretransportprotein 2
#69 S45663 Synaptisches Glykoprotein (SC2)
#74 U53456 Proteinphosphatase-1cy (PP1cgamma)
#75 u52842 Nieren-spezifisches Transportprotein
#77 AF080252 Serin-Threonin-Proteinkinase- 51PK
AB000449 VRK1
#78 J04806 Osteopontin
#81 AB006451 Innere mitochondriale Membrantranslokase Tim23
#36 AF072697 Shyc
#87 uo7971 L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase
#91 S77924 Glucose-Transporter Isoform 1 (Glut-1)
#92 AJ010953 Putative Ca2+-transportierende ATPase

Des Weiteren wurde ein Klon mit Homologie zu dem Guanin-Nukleotid-Bindeprotein G-s
identifiziert. Dieses ist notwendig fiir Hormon-stimulierte cAMP-Bildung; seine vermin-
derte Aktivitdt fiihrt zur erblichen Albright-Osteodystrophie, da die Zellen auf Hormon-
stimulation (z.B. durch Parathyroidhormon) nicht mehr mit Stimulation der Adenylat-
Cyclase reagieren konnen (Namnoum et al., 1998). AuBlerdem ist das Protein ein negativer

Regulator von Insulin-mediierten Effekten (Yu et al., 2001) und stimuliert die Proliferation,
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Invasivitdt und die in vivo-Tumorigenitit von Prostatakrebszellen (Chien und Shah, 2001;
Chien et al., 1999). Eine Funktion als Apoptoseinduzierer wurde bislang nicht beschrieben.
Ebenfalls als Apoptoseinduzierter identifiziert wurde die katalytische y-Untereinheit der
Proteinphosphatase 1c. Es existieren verschiedene Isoformen der Phosphatase, von denen
wenigstens eine flir die Spermatogenese essentiell ist. Ist sie deletiert, beobachtet man
Probleme bei der Meiose und eine deutliche DNA-Degradation (Jurisicova et al., 1999;
Varmuza et al., 1999). Dies legt den Schluss nahe, dass die verschiedenen Isoformen der
Proteinphosphatase zur Apoptoseregulation beitragen.

Ein weiterer als proapoptotisch isolierter Klon ist Osteopontin, ein sekretiertes
phosphoryliertes Glykoprotein, das in allen Korperfliissigkeiten und der Matrix
mineralisierter Gewebe zu finden ist. Es dient sowohl als Cytokin als auch als Adhisions-
protein und interagiert mit verschiedenen Integrinen und dem Metastasensuppressor CD44
(Denhardt et al., 2001). Im Gegensatz zu diesem ist Osteopontin jedoch in Tumoren und
Metastasen hochreguliert und ihm wird — in Ubereinstimmung damit — eine antiapoptotische
Wirkung zugeschrieben (Noti, 2000; Weintraub et al., 2000). Dariiber hinaus fordert
Osteopontin die Migration von Zellen und spielt eine Rolle bei der Knochenbildung und der
Zell-vermittelten Immunitét (Denhardt et al., 2001). Mdglicherweise verhilt sich das Protein
abhédngig vom jeweiligen zelluldren Kontext pro- oder antiapoptotisch. Mdglich ist auch,
dass es sich bei dem in dieser Arbeit als proapoptotisch beschriebenen Klon um eine

Spleissvariante handelt, da der Klon nur vom 5’- und vom 3’°-Ende her ansequenziert wurde.

4.1.3 Uncharakterisierte Apoptose-induzierende Sequenzen

Dariiber hinaus wurden zahlreiche Klone isoliert, die keine Homologie zu bekannten Genen
aufweisen und die lediglich eine Homologie zu in der Datenbank aufgefiihrten ESTs
(expressed sequence tags) zeigen. Sie sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.

Bereits untersucht wurde cgi-135 (Klon Nr. 9), das auch von T. Albayrak, einem anderen
Mitarbeiter des MPI fiir Biochemie, im Screening isoliert und im Rahmen seiner
Doktorarbeit charakterisiert wurde. Es wird auch als Saip (small apoptosis inducing protein)
bezeichnet und ist ein evolutionér konservierter, im ER lokalisierter Apoptoseinduzierer, der
durch Bap31, welches auch mit Bcel-x;. interagiert, gchemmt werden kann. Auflerdem wird
Saip-Apoptose durch das kleine Glutamin-reiche Tetratricopeptid SGT, welches mit
Parvovirusproteinen interagiert, inhibiert. Daher konnte SAIP moglicherweise eine Rolle bei

der Apoptoseregulation im Verlauf von Parvovirus-Infektionen spielen (Albayrak 2001).
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Weitere als proapoptotisch identifizierte Klone, deren Apoptoseinduktion durch weitere
Experimente bestitigt wurde (vgl. Tabelle 4.4), sind die Klone Nr. 9, Nr. 35 (MTDCEF),
Nr. 38 und Nr. 57. Klon Nr. 38 weist eine Homologie zu einem Endonuklease-dhnlichen

EST auf, allerdings nicht in der eigentlichen Endonuklease-Region.

Tabelle 4.3 Apoptose-induzierende Klone I1I

Ubersicht iiber die isolierten dominant Apoptose-induzierenden Klone, deren zellulire Funktion bislang
unbekannt ist. Die angegebene Genbank-Zugangsnummer bezeichnet den Eintrag der NCBI-Datenbank, der
die groBte Ubereinstimmung mit dem sequenzierten Klon aufwies.

Genbank-
Klon Zugangshummer Klonbeschreibung

Uncharakterisierte Apoptose-induzierende Sequenzen

(mit signifikanter Homologie zu ESTs)

#1 AA986577 Mus musculus cDNA-Klon
#3 AK000632 Homo sapiens cDNA FLJ20625 fis
#9 AF151893 Homo sapiens CGI-135-Protein mRNA
#20 AL080066 Homo sapiens cDNA DKFZp564J142
#30 AF216754 Homo sapiens Uberexprimierte Brusttumorprotein (OBTP)mRNA
#32 AF151807 Homo sapiens CGI-49-Protein mRNA
#35 AF116911 Mus musculus thymic dendritic cell derived factor 1 (MTDCF)
#38 AW109849 Mus musculus-Leber (dioxin-behandelt) cDNA-Klon MT2475
AA277327 Mus musculus cDNA-Klon, ahnlich CE00039 GTP-Bindeprotein
Al646762 Mus musculus cDNA-Klon, ahnlich CE08662 Endonuclease
#46 AA086895 Mus musculus cDNA-Klon 493346
#56 AW489000 Mus musculus cDNA-Klon
#57 Al115883 Mus musculus cDNA-Klon 1498942, homolog zum Protein-
phosphatase-1 bindenden Protein
#58 Al315450 Mus musculus cDNA-Klon
#67 AW107362 Mus musculus cDNA-Klon, ahnlich zur humanem P45381
Aspartoacylase
#68 Al315920 Mus musculus cDNA-Klon, ahnlich GIANT LARVAE-Homolog
AF110520 Mus musculus MHC-Region, die u.a. das Fas-Bindeprotein
beeinhaltet
#70 AA763399 Mus musculus cDNA, ahnlich zur Lactat-Dehydrogenase
#72 AA109006 Mus musculus cDNA-Klon, ahnlich CE01489 Transportprotein
#88 AU035342 Mus musculus cDNA-Klon MNCb-0343
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Tabelle 4.4 Nachweis der Apoptoseinduktion ausgewihlter Klone

Getestet wurden DNA-Degradation (elektrophoretischer Nachweis einer DNA-Leiter oder durchflusscyto-
metrischer Nachweis von Sub-G1-DNA), Exposition von Phosphatidylserin (PS, mikroskopische Analyse
Annexin-GFP-gefarbter Zellen) und PARP-Spaltung (Western-Blot) nach Transfektion in 293T-Zellen
(lediglich der PARP-Western-Blot von C33 wurde mit HeLa-Zellextrakten durchgefiihrt). Ferner wurde die
Ausbildung eines apoptotischen Phianotyps in HeLa-Zellen mit und ohne funktioneller Atmungskette (p+- bzw.
p0-Zellen) sowie in untransformierten Ratl-Zellen iiberpriift. Mit + sind positive Ergebnisse, mit - negative
Ergebnisse bezeichnet; n.d. bedeutet, dass das entsprechende Experiment nicht durchgefiihrt wurde.
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#7 Hamoglobin alpha (Hba-a1) + n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
#8 Mitoch..'.l'ranspor.ter Homolog/ + nd. nd. nd. nd. +
Presenilin assoziiertes Protein
#9 EST n.d. + n.d. n.d. n.d. n.d.
#22 Para.thyroidhormon (verwandter) + nd. nd. nd. nd. nd.
Peptidrezeptor (PTHR/PTHIR)
#35 Maus thymic dendritic cell derived
n.d. + n.d. n.d. n.d. +
factor (MTDCF)
#36 Kynurenin 3-hydroxylase + n.d. n.d. n.d. n.d. +
#38 EST + + + + n.d. +
#39 Nieren-spezifischer Transporter + nd. nd. nd. nd. nd.
(RST)
#40 Ze!ltod-lndu2|erender DFF45- + nd. nd. nd. nd. nd.
artiger Effektor A (CIDE-A)
#45 Letm1 n.d. + n.d. n.d. n.d. n.d.
#48 C33 n.d. + + + +/+ n.d.
#53 E25B + + + + n.d. n.d.
#57 EST + + n.d. n.d. +/+ n.d.
#66  H-rev107 n.d. + + + +/- n.d.
#71 Syntrophin-1 + + n.d. n.d. n.d. +
#73 VDAC + n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
#77  Ser/Thr-Kinase 51PK + + + + +/+ +
#78 Osteopontin + + n.d. n.d. n.d. n.d.
#86 Shyc n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. +

66



4 Ergebnisse

4.1.4 Auswahl des Metastasensuppressorgens C33 fur weitere Unter-
suchungen

Aus den im Screening erhaltenen positiven Klonen wurde das Metastasensuppressorgen
C33 aufgrund seiner besonderen Eigenschaften fiir weitere Untersuchungen ausgewihlt:
C33, bzw. sein humanes Homolog CD82/KAII, ist ein Protein, dessen Expression in
Metastasen und vielen stark metastasierenden Tumoren herabreguliert ist. Die Re-
Expression von C33/CDS82 in C33/CD82-defizienten Zelllinien fiihrt dementsprechend auch
zu einer mehr als 50 %igen Reduktion des Metastasierungspotentials von Brustkrebs- und
Melanomzellen in Nacktmiusen (vgl. Abschnitt 1.5.1). Die Ursache fiir diese starke in vivo-
Wirkung des Proteins ist noch nicht bekannt. Bislang publizierte, in vitro durchgefiihrte
Experimente zeigen, dass C33/CD82 eine Rolle bei der Regulation von Zell-Zell- und Zell-
Extrazellulire Matrix-Interaktionen spielt und die Internalisierung des EGF-Rezeptors
beschleunigt (vgl. Abschnitt 1.5.3). Beide Eigenschaften konnten theoretisch die metasta-
sierungssupprimierende Wirkung des Proteins bedingen, aber ebenso konnte auch die in
dieser Arbeit entdeckte Apoptoseinduktion wesentlich zur in vivo beobachteten Metastasen-
suppression beitragen, zumal die Apoptoseinduktion ein kritischer Faktor in verschiedenen
Phasen der Metastasierung ist (vgl. Abschnitt 1.4.1). Daher sollte der Mechanismus der
Apoptoseinduktion durch C33 und dessen mogliche Relevanz fiir die Metastasierung im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

Die beim Screening detektierte Abrundung und Apoptose-typische Zunahme der Licht-
brechung der mit C33 transfizierten 293T-Zellen ist in Abbildung 4.1A dokumentiert. Um
zu Uberpriifen, ob der beobachtete Phénotyp durch das C33-Protein und nicht z.B. durch
eine antisense-Wirkung der C33-mRNA hervorgerufen wird, wurde ein Expressionsplasmid
fiir C33 mit deletiertem Start-Codon hergestellt und in die Zellen transfiziert. Da dabei
keinerlei phénotypischen Verdnderungen zu beobachten waren (vgl. Abbildung 4.1B), ist
davon auszugehen, dass die proapoptotische Wirkung durch das C33-Protein und nicht
durch die C33-mRNA bedingt ist.

Bemerkenswert ist, dass die Transfektion von C33 in 293T-Zellen zwar zu einer deutlichen
Phénotypverdnderung, nicht aber zur Bildung der charakteristischen apoptotischen
Korperchen fiihrte (Abbildung 4.1). Um sicherzustellen, dass es sich bei dem durch C33
bedingten Effekt tatsdchlich um Apoptose handelt, wurden weitere Vortests durchgefiihrt:
Hierzu wurden HeLa-Zellen transfiziert. Diese zeigten alle phinotypischen Charakteristika

apoptotischer Zellen, inklusive der Bildung apoptotischer Koérperchen. Dariiber hinaus
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wurde die Apoptose-typische DNA-Degradation in 293T- und HeLa-Zellen (durchflusscyto-
metrischer Nachweis der Sub-G1-DNA), die Exposition von Phoshatidylserin in 293T-
Zellen und Spaltung des Caspase-Substrates PARP in HeLa-Zellen nachgewiesen, die alle
als typische Merkmale der Apoptose gelten (vgl. Tabelle 4.4 und Abschnitt 4.2.1). Aufgrund
dessen konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem durch C33-Transfektion
induzierten Effekt um Apoptose handelt, die sich in verschiedenen Zelllinien unterschiedlich

manifestiert.

Kontrolle

C33 C334ATG Kontrolle

Abbildung 4.1 Phénotypischer Vergleich von C33- und kontrolltransfizierten 293T-Zellen

(A) Die mit C33 transfizierten Zellen zeigen im Vergleich zu den Luciferase-transfizierten Kontrollzellen im
Phasenkontrast eine deutliche Abrundung und Apoptose-typische Zunahme der Lichtbrechung. Die Zellen
wurden durch Calcium-Phosphat-Coprézipitation mit 3 pg Expressionsplasmid (fiir C33 bzw. Luciferase)
sowie 1 pg EGFP-Vektor als Transfektionskontrolle im 12-well-Format transfiziert. Die Photos wurden im
Phasenkontrast 40 h nach Transfektion aufgenommen. Die Lange des Balkens entspricht dabei 100 pum.
(B) Auch im Fluoreszenzlicht erkennt man die Abrundung bei C33-transfizierten Zellen, ganz im Gegensatz zu
den Zellen, die mit ATG-deletiertem C33 transfiziert wurden, die ebenso wie die mit pcDNA3A-transfizierten
Kontrollzellen keinerlei Aufilligkeiten zeigen. Dies demonstriert, dass der durch C33-Transfektion erzeugte
Phénotyp auf die Wirkung des C33-Proteins und nicht auf die Wirkung der mRNA (z.B. antisense-Eftekte)
zuriickzufiihren ist. Die Zellen wurden mit 5 ug Expressionsplasmid (pC33, pC33AATG bzw. pcDNA3A)
sowie 2 ug pEGFP im 12-well-Format transfiziert und 24 h nach Transfektion mit 320-facher Vergréferung
photographiert.
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4.2 Charakterisierung der proapoptotischen Aktivitdt von
C33/CD82

4.2.1 C33/CD82-Apoptose wird durch Caspasen vermittelt

Wie bereits in Kapitel 1.2.3 beschrieben, sind Caspasen die zentralen Mediatoren der
Apoptose. Allerdings gibt es in der Literatur eine steigende Zahl von Beispielen, die zeigen,
dass einzelne Charakteristika der Apoptose, wie das Schrumpfen der Zellen, die Bildung
apoptotischer Korperchen oder die Kondensation des Zellkerns, auch ohne Beteiligung von
Caspasen herbeigefiihrt werden konnen (Borner und Monney, 1999; Xiang et al., 1996).
Beispielsweise induzieren die TNF-Rezeptor-assoziierte Protease Cathepsin B sowie die
DFF45-éhnlichen Effektoren CIDE-A und -B auch in der Gegenwart von Pan-Caspase-
inhibitoren Apoptose (Foghsgaard et al., 2001; Inohara et al., 1998). Auch Mechanismen,
die zur Freisetzung des Apoptose-induzierenden Faktors AIF fiihren, kdnnen Caspase-
unabhéngig Apoptose induzieren (Joza et al., 2001; Susin et al., 2000).

Um die Beteiligung von Caspasen an der C33-induzierten Apoptose zu testen wurde C33
mit dem Caspaseinhibitor p35 in 293T-Zellen coexprimiert. Dieser aus Baculoviren
stammende Caspaseinhibitor verfiligt iiber ein breites Wirkungsspektrum und verhindert
sowohl Rezeptor-vermittelte als auch durch Aktivierung der Mitochondrien vermittelte
Apoptose, sofern sie durch Caspasen initiiert ist (Bump et al., 1995; Strasser et al., 2000;
Thornberry und Lazebnik, 1998). Wie in Abbildung 4.2 A dargestellt, vermindert die
Coexpression von p35 die C33-induzierte Apoptose in 293T-Zellen um 50 %. Dies deutet
auf eine Beteiligung von Caspasen bei der C33-induzierten Apoptose hin. Ein weiteres Indiz
fiir die Relevanz der Caspasen ist, dass sich C33-Apoptose durch Verwendung des Pan-
Caspase-Inhibitors zVAD zu 77 % in Hela-Zellen bzw. zu 47 % in MCF-7-Zellen
reprimieren ldsst (vergleiche Abbildung 4.15 B).

Ebenfalls fiir die Beteiligung von Caspasen sprechen Caspase-abhédngige Prozesse, die bei
der C33-Apoptose beobachtet wurden: Beispielsweise die Exposition von Phosphatidyl-
serin, die 22 und 28 h nach Transfektion in 293T-Zellen nachgewiesen wurde (vgl. Tabelle
4.4) und die durch Effektor-Caspasen vermittelte Spaltung der Poly-(Adenosindiphosphat-
Ribose)-Polymerase PARP, die in HeLa-Zellen 45h nach Transfektion mit C33 im
Western-Blot demonstriert wurde (Abbildung 4.3 A).

Da viele, aber nicht alle Formen der Apoptose zur Fragmentierung der chromosomalen
DNA fiihren (Fabbretti et al., 1995), wurde das Auftreten dieses Merkmals bei der C33-
induzierten Apoptose iiberpriift: Sowohl in 293T- (Abbildung 4.2 B) als auch in HeLa-
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Abbildung 4.2 Inhibition der C33-Apoptose durch p35 und Nachweis der DNA-Degradation in 293T-
Zellen

(A) Die Anzahl apoptotischer 293T-Zellen wird durch Cotransfektion des Apoptoseinhibitors p35 um 50 %,
von 38,7 auf 19,7 %, reduziert. Hierzu wurden die Zellen mit 0,2 pg Expressionsplasmid fiir Luciferase bzw.
C33, 1 pg Expressionplasmid filir p35 bzw. Luciferase und 0,1 pg pEGFP mit der Calciumphosphat-Methode
im 12-well-Format transfiziert. Nach 22 h wurde im Fluoreszenzlicht der Anteil apoptotischer Zellen bezogen
auf alle transfizierten Zellen durch Auszdhlen ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standard-
abweichung von jeweils drei unabhingigen Experimenten. (B) Etwa 20 % der mit C33-transfizierten 293T
Zellen zeigen 42 h nach Transfektion den fiir die Apoptose charakteristischen Abbau der chromosomalen
DNA. Die Zellen wurden mit der Calciumphosphat-Methode mit 2,5 pg Expressionsplasmid (fiir C33 bzw.
Luciferase) und 0,5 pg pEGFP im 12-well-Format transfiziert. Der Anteil an Zellkernen mit degradierter DNA
(Sub-G1-DNA) wurde durchflusscytometrisch bestimmt. Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfi-
ziertem EGFP ebenfalls durchflusscytometrisch gemessene Transfektionseffizienz. Aufgetragen sind der
Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils drei unabhingigen Experimenten.

Zellen (Abbildung 4.3 B) konnte die Fragmentierung der chromosomalen DNA in signifi-
kantem Umfang nachgewiesen werden, und zwar in 20 % der transfizierten 293T- und in
etwa 35 % der transfizierten HeLa-Zellen. Im Vergleich zur Apoptoseinduktion durch p53,
welches als Positivkontrolle herangezogen wurde, verlduft die Apoptoseinduktion mit C33
in HeLa-Zellen langsamer, erreicht aber 65 h nach Transfektion das gleiche Ausmal} wie mit
p53, ndmlich etwa 23 % aller Zellen bzw. etwa 35 % aller transfizierten Zellen. Wie an dem
mit coexprimiertem EGFP-ermittelten Verlauf der Transfektionseffizienz zu erkennen ist,
hatte die Expression der Gene bereits 12 h nach der Transfektion eingesetzt und nahm dann
bis etwa 27 h nach Transfektion linear zu (vgl. Abbildung 4.3 C).

Um zu {iberpriifen, ob sich nicht nur der Mausklon C33, der im Screening isoliert worden
war, proapoptotisch verhilt, sondern ob auch dessen humanes Homolog CD82/KAI-1, das

zu 76 % mit dem Mausklon iibereinstimmt (Nagira et al., 1994), Apoptose induziert, wurde
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Abbildung 4.3 Spaltung von PARP und Degradation der chromosomalen DNA in C33-transfizierten
HeLa-Zellen

(A) C33 und das als Positivkontrolle transfizierte Nedd2 bewirken eine Spaltung des Caspase-Substrates
PARP, wodurch im Western-Blot das entstehende 89 kDa-PARP-Fragment als Bande sichtbar wird. Hierzu
wurde jeweils eine 10 cm-Schale HeLa-Zellen mit 10 pg Expressionsplasmid fiir Nedd2 bzw. C33 sowie mit
2 ug pEGFP, welches als Expressionskontrolle verwendet wurde, mit der Calciumphosphatmethode
transfiziert. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte HeLa-Zellen verwendet. 45 h nach Transfektion
wurden Kernextrakte hergestellt, von denen 20 ug elektrophoretisch in einem 6 %igem Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet wurden, bevor mit Hilfe eines anti-PARP-Antikdrpers und
einer Chemilumineszenzreaktion die Banden des unfragmentierten (116 kDa) und des fragmentierten PARP-
Molekiils (89 kDa) nachgewiesen wurden. (B) Zeitverlauf der C33(A)- und p53(e)-induzierten DNA-
Degradation in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden im 6-well-Format mit der Calciumphosphat-Methode
transfiziert mit 2 pg Expressionsplasmid fiir C33, p53 (Positivkontrolle) bzw. Luciferase (Negativkontrolle, m)
sowie 0,5 pg pEGFP. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und durchfluss-
cytometrisch analysiert. Angegeben ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung aus 4 unabhingigen
Experimenten. Die erhaltenen Werte wurden nicht auf die Transfektionseffizienz normalisiert (vgl. C).
(C) Zeitverlauf des Anteils EGFP-positiver Zellen als MaB3 fiir die Transfektionseffizienz der in (B)
beschriebenen HeLa-Zellen. Die Expression von EGFP ist bereits 13 h nach Transfektion nachweisbar und
erreicht nach 27 h die Sattigung. Unabhéngig vom cotransfizierten Plasmid wurden etwa 60 % der Zellen
transfiziert. Daher muss der in (B) dargestellte Verlauf der DNA-Degradation keiner Korrektur um
unterschiedliche Transfektionseffizienzen unterzogen werden.
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dieses aus Hela-Zellen kloniert und in 293T- und HeLa-Zellen iiberexprimiert. Wie mit
C33 wurde auch mit CD82/KAI1 bei 293T-Zellen eine Abrundung und Apoptose-typische
Zunahme des Brechungsindex’ der Zellen beobachtet. Bei HeLa-Zellen kam es mit etwa
gleicher Kinetik wie mit transfiziertem C33 zum Schrumpfen der Zellen, zur Bildung
apoptotischer Korperchen und zur Degradation der chromosomalen DNA, die durchfluss-
cytometrisch nachgewiesen wurde (vgl. beispielsweise Abbildung 4.5). Aufgrund dieses
identischen Apoptoseinduktionsmusters der humanen und der Mausvariante des Proteins

wurden beide, C33 und CD82/KAI-1, fiir weitere Untersuchungen verwendet.

4.2.2 C33/CD82-Apoptose erfolgt durch Aktivierung der Mitochondrien

Da C33/CD82 ein Protein der Cytoplasmamembran ist, iiber dessen molekulare Funktion
vergleichsweise wenig bekannt ist, lag es nahe zu priifen, ob C33/CD82 Apoptose iiber den
Rezeptor-vermittelten oder den mitochondrialen Weg induziert (vgl. Abbildung 1.3). Im
ersten Fall konnte es moglicherweise sogar selbst als eine Art Todes-Rezeptor fungieren.
Um zu testen, ob Mitochondrien bei der C33-induzierten Apoptose involviert sind, wurde
das mitochondriale Membranpotential AY, das bei der Aktivierung der Mitochondrien
zusammenbricht, in mit C33 transfizierten Zellen bestimmt. Wie in Abbildung 4.4 A
ersichtlich, kommt es 42 h nach Transfektion von C33 zu einer deutlichen Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials in 20 % der Zellen. Dies ist als signifikanter
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials infolge der Expression von
C33/CD82 zu werten, obwohl der Effekt etwa 2,8-fach schwicher als in p53-transfizierten
Zellen ist, die als Positivkontrolle herangezogen wurden.

Des Weiteren kommt es — wie in Abbildung 4.4 B zu sehen — im Verlauf der C33-
induzierten Apoptose spdtestens 30 h nach Transfektion zu einer Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das Cytoplasma und zwar in dhnlichem Umfang,
wie mit dem als Positivkontrolle verwendeten Antl, das eine proapoptotische Komponente
der mitochondrialen PT-Pore ist (Bauer et al., 1999).

Da sowohl der beobachtete Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
AY als auch die festgestellte Freisetzung von Cytochrom c anzeigen, dass Mitochondrien im
Verlauf der C33/CD82-induzierten Apoptose aktiviert werden, war zu kldren, ob diese
Aktivierung fiir die Apoptoseinduktion essentiell ist, oder ob sie nur einen unwesentlichen
Nebeneffekt darstellt. Aus diesem Grund wurde CDS82 mit den antiapoptotischen Bcl-2-
Familienmitgliedern Bcl-x;, und Bcl-2 coexprimiert, wodurch — wie in Abbildung 4.5 A

dokumentiert — die Apoptose vollstindig bzw. um 55 % reprimiert werden konnte. Da beide
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Abbildung 4.4 C33 induziert den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials AY und die
Freisetzung von Cytochrom ¢

(A) C33 (A) fiihrt ebenso wie p53 (@) zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials in HeLa-
Zellen. Signifikant wird dieser Effekt 42 h nach Transfektion, wobei aber p53 im Vergleich zur Luciferase-
Kontrolle (m) einen 2,8-fach starkeren Effekt als C33 hervorruft. Angegeben ist der Mittelwert und die
Standardabweichung von jeweils vier unabhingigen Experimenten. Fiir den Versuch wurden Aliquots der
bereits in Abbildung 4.3 und Abbildung 4.19 beschriebenen HeLa-Zellen verwendet. Die Zellen wurden nach
den angegebenen Zeitpunkten geerntet, mit DiOCg(3) inkubiert und durchflusscytometrisch analysiert. Da
dieser Farbstoff nur von Zellen mit starkem mitochondrialem Membranpotential aufgenommen wird, konnten
diese von Zellen mit erniedrigtem Membranpotential durchflusscytometrisch unterschieden werden. (B) C33
fiihrt ebenso wie das als Positivkontrolle verwendete Antl, einer Komponente der PT-Pore, zur Freisetzung
von Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum in das Cytoplasma, das sich 30 h und 42 h nach
Transfektion nachweisen lasst. Abgebildet ist ein Western-Blot, der mit cytosolischen Extrakten von mit
pcDNA oder pEGFP kontrolltransfizierten und mit pC33- und pAntl-transfizierten HeLa-Zellen hergestellt
wurde, die zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet wurden. Die Extrakte wurden im Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet, bevor nach Inkubation mit einem anti-Cytochrom c-
Antikorper die etwa 14 kDa grofle Cytochrom c-Bande durch eine Chemilumineszenzreaktion sichtbar
gemacht wurde. In cytosolischen Extrakten von kontrolltransfizierten oder nach 18 h geernteten Zellen ist
dagegen keine klare Cytochrom c-Bande nachweisbar (in Zusammenarbeit mit M. Bauer, MPI fiir Biochemie).

Molekiile die Aktivierung der Mitochondrien fiir die Apoptoseinduktion unterbinden (vgl.
Kapitel 1.2.2 und Abbildung 1.4), muss insbesondere aus der mit Bcl-x; erzielten
vollstdndigen Repression gefolgert werden, dass die Aktivierung von Mitochondrien fiir die
C33/CD82-induzierte Apoptose essentiell ist. Dieser Schluss wird zusitzlich untermauert
durch die in Abbildung 4.5 B dargestellten Ergebnisse der Coexpression von CD82 mit den
inhibitorischen Apoptose-Proteinen IAP-2 und XIAP: IAP-2, das die Aktivierung der
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Abbildung 4.5 Inhibition der CD82-Apoptose durch Bcl-2, Bel-xg, und XIAP, nicht aber durch IAP-2

(A) Durch Cotransfektion von Bcl-2 wird die CD82-Apoptose um 55 % gesenkt, durch Cotransfektion von
Bcel-x, sogar vollstindig aufgehoben. Hierzu wurden HeLa-Zellen im 12-well-Format mit 50 ng eines
Expressionsplasmids fiir Luciferase bzw. CD82 und 100 ng pLucCMV, pSFFVBcI-2 oder pBcl-x; HA sowie
mit 25 ng pEGFP transfiziert. 41 h nach der Transfektion mit Effectene wurde der Anteil an Zellen mit
degradierter DNA durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standard-
abweichung von jeweils vier unabhéngigen Experimenten. Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotrans-
fizietem EGFP gemessene Transfektionseffizienz. (B) CD82-Apoptose ldsst sich signifikant durch
Cotransfektion von XIAP, nicht aber von IAP-2 hemmen. Fiir dieses Experiment wurden HeLa-Zellen im 12-
well-Format mit 50 ng eines Vektors fiir B-Galactosidase oder CD82 sowie mit 75 ng pP-Gal, pXIAP oder
pIAP-2HA und 25 ng pEGFP mit Effectene transfiziert. Der Anteil an Zellen mit degradierter DNA wurde 42 h
nach Transfektion durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabwei-
chung von vier unabhingigen Experimenten. Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem
EGFP ermittelte Transfektionseffizienz.

rezeptorassoziierten Caspase-8 unterbindet (Wang et al., 1998), kann CDS82-induzierte
Apoptose nicht signifikant reduzieren. Im Gegensatz dazu senkt XIAP, welches die
Aktivitdt von Caspase-9, -3 und -7 reprimiert (Bratton et al., 2001; Chai et al., 2001;
Srinivasula et al., 2001), CD82-induzierte Apoptose um 56 %. Dies bedeutet, dass sowohl
Inhibitoren wie Bcl-2 und Bcl-x;, die die Aktivierung der Mitochondrien fiir die
Apoptoseinduktion unterbinden, als auch Inhibitoren wie XIAP, die die Weiterleitung des

von Mitochondrien ausgehenden proapoptotischen Signals verhindern, C33/CD82-
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induzierte Apoptose inhibieren. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die Akti-

vierung der Mitochondrien fiir die C33/CD82-induzierte Apoptose essentiell ist.

4.3 Funktionelle Eingrenzung der proapoptotischen Aktivitiat von
C33/CD82

Die Metastasen-supprimierende Eigenschaft von C33/CD82 wurde bislang auf dessen
Féhigkeit, die Motilitdt der Zellen zu beeinflussen zuriickgefiihrt. Wie in Kapitel 1.5.3
dargestellt, interagiert C33/CD82 mit verschiedenen Integrinen und beeinflusst so die
Zelladhdsion und -migration auf Komponenten der extrazelluldren Matrix. AuBerdem
interagiert es mit E-Cadherin, das eine Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen spielt, beschleunigt
die Internalisierung des EGF-Rezeptors und interagiert mit Proteinkinasen vom PKC-Typ
(vgl. Kapitel 1.5.3). Aus diesen Griinden sollte gekliart werden, ob diese Eigenschaften von
C33/CD82 Ursache der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen proapoptotischen Féahigkeit
des Molekiils sind. Hierzu wurde auch untersucht, ob die mit C33/CD82 beobachtete
Apoptoseinduktion fiir C33/CD82 spezifisch, oder ein allgemeines, unspezifisches, durch

die Uberexpression bestimmter Membranproteine ausgelstes Phiinomen ist.

4.3.1 Spezifitat der C33/CD82-induzierten Apoptose

Proteine der Cytoplasmamembran passieren im Verlauf ihrer Prozessierung das
endoplasmatische Retikulum (ER), welches — zumindest bei der Maus — mit Caspase-12
tiber eine Initiator-Caspase verfligt, die bei ER-Stress Apoptose induzieren kann (Nakagawa
et al., 2000). Um zu kliren, ob die Uberexpression von C33/CD82 durch Erzeugung von
ER-Stress oder durch unspezifische Storung des Proteingleichgewichts innerhalb der
Cytoplasmamembran Apoptose induziert, wurden andere Proteine der Cytoplasmamembran
in gleicher Weise wie C33/CD82 in Zellen transfiziert und iiberexprimiert. Wie in
Abbildung 4.6 dargestellt, induzieren im Gegensatz zu dem Tetraspanin C33/CD82 weder
der tberexprimierte EGF- und PDGF-Rezeptor noch die {iberexprimierten Integrin-
untereinheiten o3 und 1 Apoptose in signifikantem Umfang, obwohl sie — mit Ausnahme
des PDGF-Rezeptors — mit dem Tetraspanin-Netzwerk assoziiert vorliegen sollten
(Odintsova et al., 2000; Ono et al., 2000). Dies bedeutet, dass die C33/CD82-induzierte

Apoptose mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht durch unspezifischen ER-Stress und auch
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Abbildung 4.6 Die Apoptoseinduktion durch C33/CD82 ist sehr spezifisch

(A) Im Gegensatz zu C33, welches unter diesen Bedingungen 33 % Apoptose induziert, induzieren Membran-
proteine wie der EGF- oder PDGF-Rezeptor maximal 6 % Apoptose. Fiir dieses Experiment wurden HeLa-
Zellen im 12-well-Format mit jeweils 100 ng pB-Gal, pRK5-Herc bzw. pcDNA3VSV-PDGFR sowie 25 ng
pEGFP transfiziert. 43 h nach der Transfektion mit Effectene wurde der Anteil an Zellen mit degradierter DNA
durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils vier
unabhingigen Experimenten. Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP gemessene
Transfektionseffizienz. (B) Verschiedene Integrin-Untereinheiten induzieren maximal 2,5 % Apoptose. Hierbei
wurden HeLa-Zellen im 12-well-Format mit jeweils 125 ng pLucCMV, pCD82HA, pFneo-03-WT und pECE-
B1 bzw. jeweils 62,5 ng pFneo-a3-WT und pECE-B1 sowie 25 ng pEGFP transfiziert. 48 h nach Transfektion
mit Effectene wurde der Anteil an Zellen mit degradierter DNA durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt
ist der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils vier unabhingigen Experimenten. Die Werte
wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP gemessene Transfektionseffizienz.

nicht durch unspezifische Storung des Proteingleichgewichts innerhalb der Cytoplasma-
membran bedingt ist. Dafiir sprechen auch die Beobachtungen, dass beim Screening nicht
iiberproportional viele Membranproteine als positiv isoliert wurden und dass — wie in
Abschnitt 4.4.2 beschrieben — C33/CD82 auch ohne Uberexpression die Fihigkeit von
Zellen, in die Apoptose zu gehen, positiv beeinflusst. Weitere Argumente fiir die Spezifitit
der Apoptoseinduktion liefern die im folgenden Abschnitt beschriebenen Ergebnisse, dass

einige, aber nicht alle Mitglieder der Tetraspanin-Superfamilie Apoptose induzieren.
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4.3.2 Weitere Mitglieder der Tetraspanin-Familie induzieren Apoptose

Die Superfamilie der Tetraspanine, der C33/CD82 angehdrt, umfasst mindestens 26 Mit-
glieder, die Teil des Tetraspanin-Netzwerks in der Cytoplasmamembran sind. Sie vermitteln
Kontakte zwischen Kinasen, Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Integrinen und zumindest
einige von ihnen, z.B. CD9, CD63 und CD82 beeinflussen die Motilitdt und Metastasie-
rungseigenschaften einer Zelle. Allerdings wurde bislang kein Mitglied der Familie mit der
Induktion von Apoptose in Zusammenhang gebracht (Boucheix und Rubinstein, 2001).

Zur Uberpriifung, ob nur C33/CDS82 in der Lage ist, Apoptose zu induzieren, wurden sieben
weitere Mitglieder aus verschiedenen Untergruppen der Kerngruppe der Superfamilie (vgl.
Abbildung 4.7) kloniert und transient in HeLa-Zellen transfiziert. Alle Proteine waren in
gleicher Menge in den Zellen vorhanden (Abbildung 4.8 B), was den Vergleich ihrer
Fahigkeit, Apoptose zu induzieren, erlaubt. Wie in Abbildung 4.8 A dargestellt, induzieren
CD81, CD9, CD37 und CD151 ebenso wie CDS82 in iiber 25 % der transfizierten Zellen

late bloomer
sm23

SAS

CDé63

Co0-029

CD9

CD81

CD53

CD82

CD37

PETA-3 (CD151)
Als

uroplakin Ia
uroplakin Ib/TI-1
Rom-1
peripherin

L6

il-TMP

AL

Abbildung 4.7 Dendrogramm der Tetraspanin-Superfamilie

Dendrogramm mit konstanten Verzweigungslingen von 18 Mitgliedern der Tetraspanin-Superfamilie
(Maecker et al., 1997). Zu den Kernmitgliedern der Familie zdhlen u.a. das Drosophila-Protein late bloomer
sowie CD63, CO-029, CD9, CD81, CD53, CD82, CD37 und CD151 (PETA-3). Nur geringe Homologien zur
Kerngruppe finden sich dagegen bei den Uroplakinen, Rom-1, Peripherin, L6 und il-TMP.
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Abbildung 4.8 Apoptoseinduktion duch andere Mitglieder der Tetraspanin-Superfamilie

(A) Expressionsplasmide fiir humane Mitglieder der Tetraspanin-Superfamilie wurden mittels PCR aus HeLa-
Gesamt-RNA kloniert und zusammen mit Vektoren fiir RIP (einer als Positivkontrolle verwendeten Kompo-
nente des TNF-Rezeptorkomplexes) sowie fiir Luciferase (Negativkontrolle) in HeLa-Zellen transfiziert. 47 h
nach Transfektion von 100 ng Expressionsplasmid und 25 ng pEGFP mit Effectene im 12-well-Format wurde
die Apoptoseinduktion durch durchflusscytometrische Bestimmung des Anteils von Zellen mit degradierter
DNA quantifiziert. Alle Klone mit Ausnahme von C0O-029 induzieren Apoptose; CD63 und CD53 jedoch nur
in geringerem Umfang (6 bzw. 14 %). Am stérksten ist die Induktion durch CD151 (42%), gefolgt von CD&81,
CDS82, CD37 und CD9 mit 34, 32, 29 und 25 %. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung
von jeweils 4 unabhingigen Experimenten. Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP
gemessene Transfektionseffizienz. (B) Parallel dazu klonierte Fusionsproteine der Tetraspanine mit EYFP am
C-Terminus, die ebenfalls in HeLa-Zellen transfiziert wurden, zeigen an, dass die verschiedenen Tetraspanine
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in etwa gleichen Mengen in den Zellen vorhanden sind. Lediglich Schwankungen zwischen 71 % (CD151) und
81 % (CD82) stark EYFP-exprimierender Zellen wurden gefunden. Fiir das Experiment wurden HeLa-Zellen
im 12-well-Format mit 100 ng eines EYFP-Fusionsvektors des jeweils angegebenen Tetraspanins transfiziert.
Nach 22 h Inkubation, die zur Unterdriickung von Apoptose in Gegenwart von 50 uM zVAD durchgefiihrt
wurde, wurde das EYFP-Expressionsniveau durchflusscytometrisch bestimmt. Angegeben ist der Anteil stark
YFP-exprimierender Zellen bezogen auf die Gesamtmenge EYFP-exprimierender Zellen. Jeder Balken repréa-
sentiert den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten.

Apoptose. Dahingegen induzieren CD53 und CD63 mit 14 bzw. 6 % signifikant weniger
Apoptose als CD82 und CO-029 fiihrt zu keinerlei apoptotischen Veranderungen.

In der Dendrogramm-Darstellung (Abbildung 4.7) bilden die proapoptotischen Tetraspanine
keine eigene Untergruppe. Um dennoch zu ermitteln, ob es einen minimalen {iberein-
stimmenden Bereich zwischen den Apoptose-induzierenden Tetraspaninen gibt, der fiir die
Apoptoseinduktion verantwortlich sein konnte, wurden die entsprechenden Protein-
sequenzen miteinander verglichen. Es konnten jedoch keine gemeinsamen Aminosiurereste
identifiziert werden, die sich von denen bei CO-029 und CD63 unterschieden; selbst dann
nicht, als die Suche aufgrund der mit den Deletionsmutanten erhaltenen Ergebnisse (vgl.
Abschnitt 4.3.3) auf die ersten 119 Aminosdurereste begrenzt wurde.

Auch wenn durch Proteinsequenzanalyse kein gemeinsamer Bereich identifiziert werden
konnte, der fiir die Apoptoseinduktion durch die verschiedenen Tetraspanine verantwortlich
ist, ist dennoch davon auszugehen, dass es sich um eine spezifische Wirkung — beispiels-
weise einen gemeinsamen Interaktionspartner — handelt, da z.B. CD63 und CO-029 im
Gegensatz zu den anderen getesteten Tetraspaninen keine Apoptose induzieren. Worauf die
Wirkung der proapoptotischen Tetraspanine beruhen kdnnte, sollte daher mit Hilfe von

Deletionsmutanten eingegrenzt werden.

4.3.3 Der cytoplasmatische C-Terminus und die groBe extrazellulare
Schleife sind fiir C33/CD82-Apoptose nicht erforderlich

C33/CD82 ist ein Mitglied der Tetraspanin-Superfamilie, das in der Cytoplasmamembran
lokalisiert ist. Das Protein verfiigt {iber vier Transmembrandoménen sowie iiber eine grof3e
stark glykosylierte extrazelluldre Schleife; die N- und C-terminalen cytoplasmatischen
Regionen des Proteins umfassen lediglich 9 bzw. 13 Aminoséuren (vgl. Abschnitt 1.5).

Um den fiir die Apoptoseinduktion relevanten Bereich von C33/CD82 zu identifizieren,
wurde das aus 267 Aminosduren bestehende Protein sukzessive vom C-Terminus her
deletiert: Es wurde eine Mutante (C33A255) generiert, der lediglich der C-terminale cyto-
plasmatische Teil fehlt. Dieser fehlt somit das YSKV-Motiv, welches — wie in Abschnitt
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Abbildung 4.9 Apoptoseinduktion durch C33-Deletionsmutanten

(A) Der Apoptose induzierende Bereich von C33 wurde durch sukzessive C-terminale Deletionen eingegrenzt
(linker Teil der Abbildung). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten. Dazu wurden HeLa-Zellen mit der Calciumphosphat-Methode mit jeweils 1 pg
Expressionsplasmid und 0,25 pg pEGFP im 12-well-Format transfiziert. Nach 44 h wurden die Zellen geerntet.
Danach wurde der Anteil an Zellen mit degradierter DNA durchflusscytometrisch analysiert. Die erhaltenen
Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP durchflusscytometrisch bestimmte
Transfektionseffizienz. (B) Parallel dazu klonierte Fusionsproteine von C33 und den Deletionsmutanten mit
EYFP am C-Terminus, die ebenfalls in HeLa-Zellen transfiziert wurden, zeigen an, dass C33, C33A255,
C33A119 und C33A80 in etwa gleichen Mengen in den Zellen vorhanden sind. Fiir das Experiment wurden
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HeLa-Zellen im 12-well-Format mit 100 ng eines Fusionsvektors des jeweils angegebenen Tetraspanins mit
EYFP mit Effectene transfiziert. Nach 24 h Inkubation, die zur Unterdriickung von Apoptose in Gegenwart von
50 uM zVAD durchgefiihrt wurde, wurde das EYFP-Expressionsniveau durchflusscytometrisch bestimmt.
Angegeben ist der Anteil stark EYFP-exprimierender Zellen bezogen auf die Gesamtmenge EYFP-exprimie-
render Zellen. Jeder Balken représentiert den Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils drei unab-
héngigen Experimenten.

1.5.3 beschrieben — die Internalisierung des EGF-Rezeptors vermitteln kdnnte (Boll et al.,
1996; Hammond et al., 1998; Odintsova et al., 2000). Weiterhin wurde die Mutante
C33A119 kloniert. Diese diirfte aufgrund der fehlenden grof3en, glykosylierbaren extrazellu-
laren Schleife nicht mehr mit Integrinen interagieren (Ono et al., 2000). AuBerdem
entstanden die Mutanten C33A80 und C33A49, die lediglich iiber die ersten beiden, bzw.
nur iiber die erste Transmembrandoméne verfiigen.

Wie Versuche mit EYFP-Fusionsproteinen ergaben (Abbildung 4.9 B), liegen die mutierten
Proteine C33A255, C33A119 und C33A80 etwa gleicher Menge wie C33 in der Zelle vor.
Im Gegensatz dazu sind, moglicherweise bedingt durch eine geringere Stabilitit der
Mutante, deutlich geringere Mengen von C33A49 vorhanden. Dies bedeutet, dass wegen der
vergleichbaren Expressionsniveaus das Ausmal} der Apoptoseinduktion der drei ldngeren
Mutanten mit dem des Wildtypproteins verglichen werden kann. Die durchflusscyto-
metrische Bestimmung des Anteils an Zellen mit degradierter DNA (vgl. Abbildung 4.9 A)
ergab, dass C33A255 und C33A119 ebenso wie das Wildtyp-Protein in 18 % der Zellen
Apoptose induzieren, wihrend die Deletionsmutante C33A80 und auch die Deletions-
mutante C33A49 in weniger als 5 % der Zellen Apoptose hervorrufen, letztere allerdings bei
verminderter Proteinmenge.

Da C33A255 ebensoviel Apoptose wie C33-Wildtyp induziert, scheint das im C-terminalen
cytoplasmatischen Bereich befindliche YSKV-Motiv — und damit die mdgliche beschleu-
nigte Internalisierung des EGF-Rezeptors — nicht fiir die Apoptoseinduktion verantwortlich
zu sein. Auch ein Einfluss der groBlen extrazelluldren Doméne auf die Apoptoseinduktion
kann ausgeschlossen werden, da die Mutante C33A119 ebensoviel Apoptose wie C33-
Wildtyp induziert. Dies bedeutet, dass der Apoptose-induzierende Bereich in den ersten 119
Aminosduren des Proteins lokalisiert sein muss. Die Aussage, ob der Bereich mit den
Aminosiuren 80 bis 119 hierfiir verantwortlich ist, wie dies die unterschiedliche Apoptose-
induktion der Mutanten C33A80 und C33A119 nahelegt, kann nicht getroffen werden, da
das Protein C33A80 zwar stabil ist (vgl. Abbildung 4.9 B), aber moglicherweise wegen der

fehlenden Bereiche nicht korrekt gefaltet und damit nicht funktionell sein konnte.
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4.3.4 Ein Effekt des EGF-Rezeptors auf C33/CD82-induzierte Apoptose
ist nicht nachweisbar

In Abschnitt 4.2.2 wurde nachgewiesen, dass C33/CD82 Apoptose iiber den mitochon-
drialen Weg erfolgt. Da auch die verminderte Exposition von Wachstumsfaktor-Rezeptoren
Apoptose iiber den mitochondrialen Weg induziert und C33/CDS82 nach Untersuchungen
von Odintsova et al. die Internalisierung des EGF-Rezeptors beschleunigt (Odintsova et al.,
2000), kénnte dies die Ursache der C33/CD83-Apoptose sein: Die durch Uberexpression
von C33/CD82-vermittelte Herabregulation des EGF-Signalwegs konnte dadurch Apoptose
induzieren, dass weniger antiapoptotische Bcl-2-Homologa wie Bel-x;. gebildet werden (Jost
et al., 1999) und proapoptotische Bcl-2-Homologa wie Bad aktiviert werden (vgl.
Abbildung 1.4).

Nach den Ergebnissen, die mit den trunkierten Varianten von C33 erzielt wurden (Abschnitt
4.3.3) ist der C-terminale cytoplasmatische Teil von C33/CD82, der mit dem YSKV-Motiv
iiber ein potentielles Internalisierungssignal verfligt (Escola et al., 1998; Hammond et al.,
1998), fiir die C33/CD82-Apoptose nicht erforderlich. Das legt bereits den Schluss nahe,
dass die durch C33/CD82 vermittelbare beschleunigte Internalisierung des EGF-Rezeptors
(Odintsova et al., 2000) nicht fiir die Apoptoseinduktion durch das Protein verantwortlich
ist. Um zu kléren, ob die Interaktion mit dem EGF-Rezeptor tatsdchlich keinen Einfluss auf
die C33/CD82-Apoptose hat, wurden mit C33 folgende Proteine coexprimiert: der EGR-
Rezeptor, eine dominant-negative Variante des Rezeptors, ein weiteres Mitglied der EGF-
Rezeptorfamilie (Her2), das auch mit dem EGF-Rezeptor interagiert (Campiglio et al.,
1999) und der PDGF-Rezeptor. Dabei dienten Her2 und der PDGFR als Kontrollen fiir
Membranrezeptoren, die keinen Einfluss auf die C33/CD82-Apoptose haben sollten, da sie
— soweit bekannt — nicht mit dem Tetraspanin interagieren. Die dominant-negative Variante
des Rezeptors, der die cytoplasmatische Doméne fehlt, wurde verwendet, um zu ermitteln,
ob der EGFR fiir die Beeinflussung der C33/CD82-Apoptose funktionell sein muss, und um
festzustellen, ob die Inaktivierung des EGFR alleine fiir eine Apoptoseinduktion
ausreichend ist. Wie in Abbildung 4.10 dargestellt, induzieren die alleine transfizierten
Rezeptoren (Transfektion nur zusammen mit pB-Gal) keine Apoptose, auch nicht die
dominant-negative Variante des EGFR. Das bedeutet, dass die Herabregulation des EGF-
Signalwegs durch den dominant-negativen Rezeptor nicht zur Apoptoseinduktion ausreicht
und bestitigt die Hypothese, dass auch eine C33/CD82-bedingte Herabregulation des EGF-

Signalwegs durch beschleunigte Internalisierung des EGF-Rezeptors — so sie in diesem
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Abbildung 4.10 Eine Inhibition der C33-Apoptose durch cotransfizierte Zelloberfliichenrezeptoren ist
nicht nachweisbar.

Der EGF-Rezeptor (EGFR), seine dominant-negative Variante (InEGFR), Her2 und der als weitere Kontrolle
mitgefithrte PDGF-Rezeptor (PDGFR) induzieren alleine (zusammen mit (-Gal) keine Apoptose. Des
Weiteren inhibiert keiner dieser Rezeptoren C33-induzierte Apoptose. Fiir das Experiment wurden HelLa-
Zellen im 12-well-Format mit jeweils 50 ng Expressionsplasmid fiir §-Gal bzw. C33 sowie mit 50 ng pp-Gal,
pRKS-Herc (EGF-Rezeptor), pRK5-HerNAS8 (dominant negative Variante des EGF-Rezeptors), pRK5-Her2
bzw. pcDNA3VSV-PDGFR sowie 25 ng pEGFP transfiziert. 43 h nach der Transfektion mit Effectene wurde
der Anteil an Zellen mit degradierter DNA durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert und
die Standardabweichung von jeweils vier unabhéngigen Experimenten. Die Werte wurden normalisiert auf die
mit cotransfiziertem EGFP gemessene Transfektionseffizienz.

Zellsystem iiberhaupt erfolgt — nicht die Ursache der beobachteten Apoptoseinduktion ist. In
Ubereinstimmung damit reprimiert weder die Cotransfektion des EGF-Rezeptors noch die
seiner dominant-negativen Variante die C33-induzierte Apoptose. Auch die beiden anderen
Rezeptoren, Her2 und PDGFR, beeinflussen die C33-Apoptose nicht. Die bei der
Cotransfektion von C33 und dem EGFR beobachtete leichte Verstarkung der Apoptose ist
nicht signifikant, insbesondere, da alle anderen cotransfizierten Rezeptoren eine leichte,
ebenfalls nicht signifikante Verstirkung der C33-Apoptose bewirken und sich die
Fehlerbalken iiberlappen.

Ein weiteres Argument dafiir, dass die C33/CD82-Apoptose unabhidngig vom EGF-

Rezeptor erfolgt ist, dass — wie in Abschnitt 4.3.2 demonstriert — einige andere Tetraspanine
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wie C33/CD82 Apoptose induzieren, obwohl sie laut Literatur nicht mit dem EGF-Rezeptor
interagieren, wahrend CD63, welches neben CD82 mit dem EGF-Rezeptor interagiert, keine
Apoptose induziert (Bienstock und Barrett, 2001). Aufgrund all dieser Argumente ist daher
davon auszugehen, dass die Interaktion mit dem EGF-Rezeptor fiir die C33/CD82-

induzierte Apoptose nicht von Bedeutung ist.

4.3.5 Die Interaktion von C33/CD82 mit Proteinkinase C ist vermutlich
nicht die Ursache der Apoptoseinduktion

Innerhalb der ersten 119 Aminosiuren von C33/CDS82, die den proapoptotischen Bereich
des Proteins ausmachen (vgl. Abschnitt 4.3.3), liegt der Bereich, {iber den C33/CD82
vermutlich mit der Proteinkinase PKC interagieren kann (Zhang et al., 2001). Aufgrund
dessen konnte theoretisch die Interaktion mit PKC fiir die C33/CD82-induzierte Apoptose
verantwortlich sein. Nach Untersuchungen von Zhang et al. rekrutieren CD82 und einige
andere Tetraspanine verschiedene Proteinkinasen, insbesondere PKCa und PKCp2, in die
Néhe von Integrinen: diese phosphorylieren so beispielsweise die a3-Untereinheit der
Integrine und beeinflussen auf diese Weise zelluldre Signalwege.

Dass die Phosphorylierung der Integrine durch PKC fiir die C33/CD82-induzierte Apoptose
relevant ist, kann ausgeschlossen werden, da die Deletionsmutante C33A119 Apoptose
induziert, obwohl sie aufgrund der fehlenden gro3en extrazelluldren Schleife keine Integrine
an die Tetraspanin-Komplexe rekrutieren kann (Ono et al., 2000), die dann folglich auch
nicht mehr phosphoryliert werden konnen. Weiterhin spricht die mit den anderen
Tetraspaninen beobachtete Apoptose gegen eine Beteiligung der Proteinkinasen bei der
Apoptoseinduktion: Zhang et al. beschreiben die Interaktion von CD9, CD53, CD63, CD&81,
CD82 und CD151 mit PKCs. Zwar induziert CD63, welches bei Zhang et al. die schwéchste
Interaktion zeigte, auch nahezu keine Apoptose, doch induzieren CD9 und CD53, die
besonders stark mit PKC interagieren, weniger Apoptose als beispielsweise CD82, welches
nur mittelméaBig mit PKC interagiert (vgl. Abbildung 4.8). Aufgrund dessen kann keine
Korrelation zwischen der Intensitét der Interaktion mit PKC und der Apoptoseinduktion des
jeweiligen Tetraspanins aufgestellt werden. Des Weiteren konnte C33/CD82-induzierte
Apoptose durch die Verwendung der PKC-Inhibitoren Chelerythrin D und Calphostin C
weder verstarkt noch inhibiert werden (Daten nicht gezeigt). Alle diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Interaktion von C33/CD82 mit Proteinkinasen fiir die proapoptotische

Eigenschaft des Tetraspanins nicht von Bedeutung ist.
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4.3.6 C33/CD82-Apoptose ist unabhangig von Zell-Zell- und Zell-
Extrazellulare Matrix-Interaktionen

Die Funktion von C33/CD82 als Metastasensuppressor wurde bislang auf dessen
Adhisions- und Migrations-beeinflussende Eigenschaft zuriickgefiihrt (vgl. Kapitel 1.5.3).
Wie in Abschnitt 4.3.3 dargelegt, scheint die groBle extrazelluldre Schleife von C33/CDS§2
und damit die Interaktion mit Integrinen nicht fiir die Apoptoseinduktion von C33/CDS82
verantwortlich zu sein. Da es sich bei der Apoptoseinduktion um eine Eigenschaft handelt,
die auch zur metastasierungssupprimierenden Wirkung von C33/CD82 beitragen oder sogar
wesentlich dafiir verantwortlich sein konnte, zumal das Protein in stark metastasierenden
Tumoren und zahlreichen Metastasen herabreguliert ist, wurde durch weitere Experimente
iiberpriift, ob die Apoptoseinduktion unabhingig von der adhésions- und migrations-
beeinflussenden Eigenschaft von C33/CD82 erfolgt.

Da C33/CD82 mit a3-, o4-, a5- und a6-Integrinuntereinheiten interagiert (Boucheix und
Rubinstein, 2001; Mannion et al., 1996; Ono et al., 2000), wurde es exemplarisch mit der
o3-Integrin-Untereinheit coexprimiert. Dariiber hinaus wurde C33/CD82 zusammen mit der
entsprechenden [1-Integrinuntereinheit sowie einer Kombination von a3- und 1-Unter-
einheiten exprimiert, da Integrine Heterodimere aus a- und p-Untereinheiten sind und nur
als solche aktiv sind. Wie in Abbildung 4.11 dargestellt, beeinflusst weder die o3-
Untereinheit, noch die P1-Untereinheit, noch die Kombination beider die C33/CD82-
induzierte Apoptose. Auch die Transfektion der Integrinuntereinheiten ohne C33/CD82 hat
keine Apoptose hervorgerufen. Dies bedeutet, dass — zumindest unter diesen Versuchs-
bedingungen — a3- und Pl1-Integrinuntereinheiten keinen Einfluss auf die C33/CD82-
induzierte Apoptose haben.

Um zu iberpriifen, inwieweit die Expression von C33/CD82 das Adhésions- und
Migrationsverhalten von Zellen verdndert, wurde die Prostatakarzinom-Zelllinie PC3
verwendet, die kein CD82-Protein exprimiert, was sowohl in der Literatur beschrieben ist
(Sigala et al., 1999; White et al., 1998) als auch durch eigene durchflusscytometrische
Bestimmung der CD82-Expression bestétigt wurde (vgl. Abbildung 4.14). Von dieser
Zelllinie wurden Derivate hergestellt, die stabil CD82 exprimieren, wobei stark CD82-
exprimierende Zellen durchflusscytometrisch abgetrennt und fiir die Experimente verwendet
wurden (Abbildung 4.12 A). Diese wiesen eine dhnlich starke CD82-Expression wie
beispielsweise die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 auf (Vgl. Abbildung 4.14). Parallel
dazu wurde als Kontrolle die gleiche PC3-Zelllinie mit dem Vektor pcDNA3 transfiziert.
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Wie in Abbildung 4.12 B,C dargestellt, beeinflusste die Expression von CD82 weder die
Adhaésion der Zellen auf Laminin noch die Motilitdt der Zellen auf Fibronektin. Dies steht
im Gegensatz zu Beobachtungen von Ono et al., die sowohl eine Zunahme der Adhision auf
beiden Substraten als auch eine Zunahme der Motilitit auf Fibronektin bei CD82-positiven
ldl-Hamsterzellen beobachtet haben (Ono et al., 2000). Daher wurden als Positivkontrolle
B1-Integrin defiziente GD25-Zellen und die entsprechende rekonstituierte [31-Integrin-
exprimierende Zelllinie f1GD25 verwendet, die — wie in Abbildung 4.12 zu sehen — das von
Sakai et al. beschriebene unterschiedliche Adhdsions- und Migrationsverhalten zeigten
(Sakai et al., 1998). Dies bedeutet, dass das verwendete Versuchsdesign zwar prinzipiell zur

Detektion von Unterschieden im Adhésions- und Migrationsverhalten geeignet ist, dass sich

% Spezif. DNA-Degradation

Luc+Luc
Lucta3
Luc+p1

Luct a3+ pB1
CD82+Luc
CD82+ a3
CD82+ B1

CD82+ a3+ B1

Abbildung 4.11 CD82-Apoptose kann durch Cotransfektion von Integrinen nicht gehemmt werden

Die transfizierten Integrinuntereinheiten o3 und PB1 induzieren keine Apoptose. Dariiber hinaus hat ihre
Cotransfektion keinen Einfluss auf die Stirke der CD82-induzierten Apoptose. Fiir diesen Versuch wurden
HeLa-Zellen im 12-well-Format mit jeweils 50 ng eines Expressionsplasmids fiir Luciferase bzw. CD82 sowie
mit 75 ng pLucCMYV, pFneo-a3-WT und pECE-1 bzw. jeweils 37,5 ng pFneo-a3-WT und pECE-B1 sowie
25 ng pEGFP transfiziert. 48 h nach Transfektion mit Effectene wurde der Anteil an Zellen mit degradierter
DNA durchflusscytometrisch bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils
vier unabhingigen Experimenten. Die Werte wurden auf die mit cotransfizietem EGFP gemessene
Transfektionseffizienz normalisiert.
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Abbildung 4.12 Die Expression von CD82 beeinflusst weder die Adhésion von PC3-Zellen an Laminin
noch deren Motilitit auf Fibronektin

(A) PC3-Zellen, die kein CD82 exprimieren, wurden stabil mit pCD82HA und als Kontrolle mit pcDNA3
transfiziert. Von den transfizierten Zellen wurden stark CD82-exprimierende Zellen durchflusscytometrisch
separiert. Eine nach vierwdchiger Kultivierung durchgefiihrte durchflusscytometrische Untersuchung der
CD82-Expression ergab, dass die separierten mit CD82-stabil transfizierten Zellen (grau unterlegt) CD82
exprimieren, im Gegensatz zu den pcDNA-tranfizierten Kontrollzellen (schwarze Linie), die sich wie
unbehandelte PC3-Zellen verhalten und kein CD82 exprimieren (vgl. Abbildung 4.16). Fiir den Versuch
wurden die Zellen mit einem Phycoerythrin-konjugierten anti-CD82-Antikorper inkubiert und durchfluss-
cytometrisch analysiert. Aufgetragen wurde die Zahl der Zellen (counts) gegen die Fluoreszenz im Kanal FL2.
(B,C) Zur Kontrolle verwendete GD25- und f1GD25-Zellen zeigten deutliche Unterschiede mit 6 vs. 35 %
Adhision auf Laminin (B) und 742 vs. 3750 auf Fibronektin migrierten Zellen (C). Dahingegen ist in PC3-
Zellen kein Einfluss der CD82-Expression auf das Adhédsionsverhalten (B) und die sogenannte haptotaktische
Motilitdt (C) nachweisbar. Fiir diese Experimente wurden die in (A) beschriebenen, stark CD82-exprimieren-
den PC3-Zellen verwendet und mit kontrolltransfizierten PC3-Zellen verglichen, die kein CD82 exprimieren.
(B) Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung des Anteils adhérierter Zellen von sechs unab-
hingigen Experimenten nach 80 miniitiger Adhésion auf 1 pg/cm® Laminin. (C) Die Abbildung zeigt den
Mittelwert und die Standardabweichung der Anzahl der auf 5 pg/cm® Fibronektin migrierten Zellen von vier
unabhéngigen Experimenten nach 6- (GD25-Zellen) bzw. 30-stiindiger Inkubation (PC3-Zellen).
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jedoch mit den verwendeten CD82-positiven und -negativen PC3-Zellen keine Unterschiede
darstellen lieBen. Moglicherweise ist dies auf Abweichungen im Integrinexpressionsmuster
oder einen zu geringen Einfluss des betreffenden Integrins auf die Adhésion in den
verwendeten PC3-Zellen zuriickzufithren. Daher koénnen die im Adhédsions- und
Migrationsversuch erhaltenen Resultate nicht hinsichtlich der Bedeutung von CDS82
interpretiert werden. Um dennoch eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob die Adhésion
der Zellen einen Einfluss auf die Apoptoseinduktion durch C33/CDS82 hat, wurde die
Apoptoseinduktion in nicht-adhdrenten HeLa-Zellen, die weder Kontakte zu Nachbarzellen
noch zur extrazelluliren Matrix ausbilden, getestet. Dabei war sowohl das als
Positivkontrolle verwendete p53 als auch C33 in der Lage, Apoptose zu induzieren, und
zwar in 33 bzw. 21 % der transfizierten HeLa-Zellen (vgl. Abbildung 4.13). Dies bedeutet,
dass die Apoptoseinduktion durch C33/CD82 unabhingig von Zell-Zell- und Zell-
extrazellulire Matrix-Interaktionen ist und damit nicht von E-Cadherin- oder Integrin-
vermittelten Signalwegen abhdngt. Demzufolge handelt es sich bei der C33/CD82-
induzierten Apoptose um ein Phdnomen, das unabhdngig von der motilitdtsbeeinflussenden
Wirkung des Proteins zu der beobachteten Metastasen-supprimierenden Wirkung beitragen
kann. Im Folgenden wurde die Apoptoseinduktion durch C33/CDS82 in verschiedenen

Tumorzellen niher untersucht (vgl. Kapitel 4.4).
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Abbildung 4.13 C33 induziert Apoptose in nicht-adhiirenten Zellen

C33 und das als Positivkontrolle transfizierte p53 induzieren 21 bzw. 33 % spezifische Apoptose in HeLa-
Suspensionszellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung von jeweils drei unabhéngigen
Experimenten. Jeweils 10° Zellen wurden mit der Calciumphosphat-Methode mit 3 pg Expressionsplasmid
sowie 1 ug pEGFP transfiziert. Nach 52 h wurde der Anteil Zellen mit degradierter DNA durchflusscyto-
metrisch bestimmt. Die erhalten Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP durch-
flusscytometrisch ermittelte Transfektionseffizienz.
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4.4 Bedeutung der C33/CD82-Expression fiir Tumorzellen

4.41 C33/CD82 induziert Apoptose in verschiedenen Tumorzelllinien

Die Expression des Metastasensuppressors C33/CDS?2 ist, wie in Kapitel 1.5.3 beschrieben,
in zahlreichen stark-metastasierenden Tumoren und Metastasen verschiedenster Tumore
herabreguliert. Da viele Tumorzellen im Verlauf ihrer Entstehung resistent gegeniiber
Apoptose-induzierenden Stimuli geworden sind (vgl. Kapitel 1.4.1), sollte gepriift werden,
ob C33/CD82 in verschiedenen Tumorzelllinien noch Apoptose induzieren kann.

Hierzu wurde die Expression von CDS82 in drei verschiedenen Tumorzelllinien durchfluss-
cytometrisch untersucht: Wie in Abbildung 4.14 dargestellt, wird CD82 in der Prostata-
karzinom-Zelllinie PC3 nicht exprimiert, wahrend die Cervixkarzinom-Zelllinie HeLa und
die Mammarkarzinom-Zelllinie MCF-7 signifikante Mengen CD82 exprimieren. In diesen
drei Zelllinien, die demnach iiber unterschiedliche endogene Mengen an CDS82 verfiigen,
induziert die Transfektion von C33/CD82 Apoptose in signifikantem Umfang (Abbildung
4.15): So kommt es in etwa 40 % der transfizierten PC3-Zellen zu einer Phénotyp-
veranderung, wie sie auch mit dem als Postivkontrolle verwenden RIP, einer
proapoptotischen Komponente des TNF-Rezeptorkomplexes, zu beobachten ist. Vergleich-
bare Effekte wurden auch mit den Prostatakarzinomzelllinien DU145 und LNCaP beobach-
tet (Daten nicht gezeigt), die nach Untersuchungen von White et al. ebenfalls kein CD82
exprimieren (White et al., 1998). Auch in HeLa-Zellen fiihrt die Transfektion von C33 zu
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Abbildung 4.14 Expressionsniveau von CD82 in unbehandelten PC3-, HeLa- und MCF-7-Zellen

PC3-Zellen exprimieren nahezu kein, HeLa-Zellen etwas und MCF-7-Zellen relativ viel CD82. Die Messung
erfolgte durchflusscytometrisch nach Anfarbung mit einem Phycoerythrin-konjugierten anti-CD82-Antikorper.
Aufgetragen wurde die Zahl der Zellen (counts) gegen die Fluoreszenz im Kanal FL2. Die grau unterlegten
Kurven spiegeln die Eigenfluoreszenz nicht-antikdrperexponierter Zellen wieder, die schwarzen dicken Linien
geben die Haufigkeitsverteilungen antikorper-gefarbter Zellen an. Von der Differenz zwischen beiden Vertei-
lungen kann auf das Maf3 der CD82-Exposition an der Zelloberflache geschlossen werden.
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Abbildung 4.15 Apoptoseinduktion in Prostata-, Cervix- und MammakarzinomZelllinien

(A) Die Transfektion von C33 induziert Apoptose-typische morphologische Verdnderungen: Zellen der
Prostatacarcinom-Zelllinie PC3 runden sich ab. HeLa-Zellen bilden zudem apoptotische Korperchen,
wohingegen die kontrolltransfizierten Zellen keinerlei morphologische Verdnderungen zeigen. PC3-Zellen
wurden transfiziert mit 2,5 pg Vektor fiir C33 bzw. Luciferase sowie 2,5 pg pEGFP, HeLa-Zellen mit 0,7 pg
Expressionsvektor und 0,4ug pEGFP. Die Transfektionen erfolgten im 12-well-Format mit Hilfe der
Calciumphosphat-Methode. Die Zellen wurden 30 h (PC3) bzw. 22 h (HeLa) nach Transfektion im Fluores-
zenzlicht photographiert. Die Lange der Balken entspricht jeweils 100 um. (B) C33 induziert 34 bis 41 %
Apoptose in PC3-, HeLa- und MCF-7-Zellen. Diese ldsst sich in HeLa- und MCF-7-Zellen durch den Pan-
Caspase-Inhibitor zZVAD zu 77 bzw. 47 % hemmen. PC3- und HeLa-Zellen wurden wie in (A) transfiziert,
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MCF-7-Zellen wurden mit 3 pg Expressionsplasmid und 3 pg pEGFP im 24-well-Format transfiziert. Als
Positivkontrollen wurden RIP bzw. Caspase-2 verwendet. HeLa und MCF-7 wurden zudem mit zVAD
behandelt (50 bzw. 45 uM, Zugabe 13 bzw. 11 h nach Transfektion). Die Quantifizierung erfolgte 30, 22 bzw.
26 h nach Transfektion durch Auszdhlen von wenigstens 130 Zellen/Zéhlung im Fluoreszenzlicht. Angegeben
ist der Mittelwert und die Standardabweichung aus jeweils drei unabhéngigen Zéhlungen.

zahlreichen apoptotischen Verdnderungen: zur Bildung apoptotischer Korperchen, die sich
durch den Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD inhibieren ldsst (Abbildung 4.15 A, B) oder zur
bereits erwéhnten Spaltung von PARP oder der Degradation der chromosomalen DNA (vgl.
Abschnitt 4.2). Auch in MCF-7-Zellen, deren endogenes CD82 von den getesteten
Zelllinien am stirksten exprimiert ist, induziert die Transfektion von C33 Apoptose, die sich
durch den Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD signifikant, um 47 %, hemmen lisst. Wéahrend C33
in HeLa-Zellen etwas weniger Apoptose als die als Positivkontrolle transfizierte Caspase-2
induziert, induzieren in MCF-7-Zellen beide Proteine in vergleichbarem Umfang Apoptose.

Dass die Uberexpression von C33/CDS82 in all diesen Zelllinien Apoptose induziert, deutet
zudem darauf hin, dass in diesen Zellen der CD82-nachgeschaltete Signaltransduktionsweg,
der zur Apoptose fiihrt, intakt sein muss — moglicherweise deshalb, weil er fiir andere
zentrale Vorgédnge innerhalb der Zelle bendtigt wird. Um zu sehen, ob bereits die Menge an
CDS82, das endogen, d.h. ohne Uberexpression oder spezielle Induktion, in der Zelle
vorhanden ist, fiir die Zelle in bestimmten Situationen kritisch ist, wurden CD82-defiziente
PC3-Zellen und eine entsprechende rekonstituierte PC3-Zelllinie hinsichtlich ihrer Sensi-

tivitdt gegentiber verschiedenen proapoptotischen Stimuli verglichen (siehe Kapitel 4.4.2).

4.4.2 C33/CD82 sensitiviert Prostatakarzinomzellen fiir Cycloheximid-
induzierte Apoptose

Nachdem die proapoptotische Wirkung von iiberexprimiertem C33/CD82 in verschiedenen
Tumorzelllinien gezeigt war, war es von Interesse zu kliren, ob auch die normale in Tumor-
zellen vorhandene CD82-Menge einen Einfluss auf die Sensitivitidt der Zellen gegeniiber
Apoptose hat. Aus diesem Grund wurden PC3-Zellen, die kein endogenes CDS82 expri-
mieren (siche Abbildung 4.14), stabil mit CDS82 transfiziert. Dabei wurden drei unabhédngige
Klonpoole generiert: sie alle exprimieren CD82, wie dem in Abbildung 4.16 A abgebildeten
Western-Blot zu entnehmen ist. Die zusitzlich durchgefiihrte durchflusscytometrische
Quantifizierung der CD82-Expression (Abbildung 4.16 B) ergab, dass die CD82-rekonsti-

tuierten Zelllinien, im Gegensatz zu der als Kontrolle nur mit pcDNA3 transfizierten Zell-
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Abbildung 4.16 CD82-Expression in stabil transfizierten PC3-Zellen

(A) Western-Blot: CD82-HA wird in allen drei stabil transfizierten PC3-Klonpoolen exprimiert und hat ein
Molekulargewicht von etwa 45 kDa, was auf eine Glykosylierung des 29,6 kDa groflen Proteins hindeutet.
Dagegen ist nur eine schwache Bande in dem als Kontrolle mit pcDNA3 transfizierten Klonpool zu sehen. Als
Ladekontrolle wurde eine unspezifische Bande (,,Kontr.“) mit abgebildet. Die Zellen einer 10 cm-Schale
wurden zundchst lysiert und zentrifugiert. Je 40 pg der Membranproteinfraktion wurden auf einem 10 %igem
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet, bevor die CD82-Bande mit Hilfe eines
monoklonalen anti-HA-Antikorpers und einer Chemilumineszenzreaktion visualisiert wurde. (B) Durchfluss-
cytometrischer Nachweis der CD82-Expression: Zellen der in (A) beschriebenen Klonpoole wurden mit einem
Phycoerythrin-gekoppelten anti-CD82-Antikorper inkubiert, durchflusscytometrisch analysiert (schwarzer
Kurvenverlauf) und mit unbehandelten Zellen (graue Haufigkeitsverteilung) verglichen. Aufgetragen ist jeweils
die Haufigkeit (counts) von Zellen mit einer bestimmten Fluoreszenz im Fluoreszenzkanal FL2. Die Differenz
zwischen den beiden Kurven eines Diagramms zeigt an, dass kontrolltransfizierte PC3-Zellen nahezu kein
CD82 exprimieren, wahrend der hier exemplarisch gezeigte stabile Klon etwa soviel CDS82 bildet, wie die in
Abbildung 4.14 gezeigten unbehandelten MCF-7-Zellen.

linie, alle CD82 etwa im gleichen Umfang wie MCF-7-Zellen exprimieren (vgl. Abbildung
4.14).

Die so generierten Zelllinien wurden nun auf ihre Sensitivitit gegeniiber verschiedenen
proapoptotischen Stimuli getestet. Dies flihrte zu dem Ergebnis, dass die Expression von
CD82 die Sensitivitét der Zellen gegeniiber Cycloheximid-induzierter Apoptose erhoht: Wie
in Abbildung 4.17 A dargestellt, zeigen die getesteten Zelllinien ohne Cycloheximid-
behandlung keine Unterschiede im Basalniveau der Apoptoseinduktion, wéhrend es in
beiden getesteten CD82-exprimierenden Klonpoolen zu einer signifikanten, drei- bis
viermal stirkeren Apoptoseinduktion nach Cycloheximidbehandlung als bei den mit pcDNA
transfizierten Kontrollzellen kommt. Im Gegensatz dazu zeigten die CD82-exprimierenden
Zellen kein anderes Verhalten gegeniiber anderen proapoptotischen Stimuli, wie
beispielsweise der Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des Tumor-Nekrose-

Faktors oo (TNFa) oder gegeniiber Puromycin, das wie Cycloheximid die Translation bei
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Abbildung 4.17 CD82 sensitiviert PC3-Zellen spezifisch fiir Cycloheximid-induzierte Apoptose

(A) In CD82 stabil exprimierenden Zellen induziert Cycloheximid DNA-Degradation in 17 bis 20 % der
Zellen; dagegen zeigen nur 5 % der Zellen, die CD82 nicht exprimieren, bei Cycloheximidbehandlung die
Apoptose-typische DNA-Degradation. Fiir das Experiment wurden zwei stabil CD82-exprimierende (CD82-
rekonstituierte) Klonpoole und als Kontrolle ein mit pcDNA-transfizierter Klonpool (vgl.Abbildung 4.16)
getestet. Die Klonpoole wurden fiir 30 h mit und ohne 0,25 pg/ml Cycloheximid (rechte bzw. linke Halfte der
Abbildung) kultiviert. AnschlieBend wurde der Anteil Zellen mit Sub-G1-DNA durchflusscytometrisch
ermittelt. Angegeben ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhéngigen Experi-
menten. Die nicht-Cycloheximid-behandelten Klonpoole zeigen keine Unterschiede beziiglich der Apopto-
seinduktion. (B,C) Die in (A) beschriebenen Klonpoole unterscheiden sich nicht in ihrer Sensitivitdt gegeniiber
TNF (B)- und Puromycin (C)-induzierter Apoptose. Die unter (A) beschriebenen Klonpoole wurden 45 h mit
verschiedenen TNFoa-Konzentrationen und 25 U/ml IFNy (B) bzw. 31 h mit verschiedenen Puromycin-
konzentrationen (C) inkubiert und anschlieBend durchflusscytometrisch analysiert. Angegeben ist jeweils der
Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten. Mit € wurden die Werte der
pcDNA-transfizierten Klonpoole dargestellt, mit anderen Symbolen die jeweils zwei (B) bzw. drei (C)
getesteten CD82-positiven Klonpoole.
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der Proteinbiosynthese der Zellen inhibiert (Abbildung 4.17 B,C). Dabei waren die
Konzentrationen so gewihlt, dass eine Steigerung der Apoptose im linearen Bereich der
beiden Kurven, bei TNF im Bereich zwischen 0,01 und 5 ng/ml und bei Puromycin im
Bereich zwischen 0,25 und 1 pg/ml, durchaus detektierbar gewesen wire. Auch hinsichtlich
der Sensitivitit gegeniiber verschiedenen Konzentrationen von Cytostika wie Actino-
mycin D, welches die Transkription inhibiert, Etoposid, einem Inhibitor der Topoiso-
merase 11, der zur Aktivierung von p53 fiihrt (Kaufmann et al., 1993), Arsentrioxid, das zur
Zerstorung von Kernstrukturen fiihrt (Muller et al., 1998), und dem anti-Fas-Antikorper, der
rezeptorvermittelt Apoptose induziert (vgl. Abschnitt 1.2.1), konnten keine Unterschiede
zwischen den CD82-positiven und negativen Zelllinien nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Das bedeutet, dass CD82 sich synergistisch mit dem proapoptotischen Stimulus
Cycloheximid verhilt, wahrend zahlreiche andere proapoptotische Signaltransduktionswege

von der CD82-Expression unbeeinflusst bleiben.

4.4.3 C33/CD82 induziert Apoptose unter moderat hypoxischen
Bedingungen

Wie bereits in Abschnitt 1.5.2 erwdhnt, kann die Expression von C33/CD82 durch
Transkriptionsfaktoren gesteigert werden, wodurch die Proteinmenge in der Zelle auf ein
Niveau steigen konnte, das ebenso wie Uberexpression des Proteins Apoptose induziert. Zu
den Faktoren, die die Transkription von CD82 fordern, gehdren der Hypoxie-aktivierbare
Transkriptionsfaktor NF-IL-6 und p53, welches ebenfalls verstirkt unter hypoxischen
Verhéltnissen gebildet wird (Graeber et al., 1996; Yan et al., 1997). Da die Menge an
Sauerstoff fiir eine heranwachsende Metastase bis zum Einsetzen der Vaskularisierung
limitierend ist und die Expression von C33/CD82 nachgewiesenermallen die Metastasierung
supprimiert (vgl. Abschnitt 1.5.1), wire es denkbar, dass die durch die hypoxischen
Verhiéltnisse bedingte verstirkte C33/CD82-Expression die Zellen in die Apoptose treibt
und auf diese Weise die Metastasierung verhindert, so dass nur Zellen mit herabregulierter
CD82-Expression Metastasen ausbilden konnen. Um diese Hypothese zu testen, wurde
gepriift, ob C33/CD82 auch unter moderat hypoxischen Verhéltnissen, wie sie in einer
heranwachsenden Metastase gegeben sind, Apoptose induzieren kann.

Hierzu wurden HeLa-Zellen in einer Atmosphére mit 1 % Sauerstoff inkubiert und mit C33
transfiziert: Wie in Abbildung 4.18 dargestellt, induziert C33 unter diesen Bedingungen in
25 % der Zellen Apoptose. Das bedeutet, dass C33/CD82 auch unter moderat hypoxischen

Bedingungen als Apoptose-Induzierer aktiv ist und damit nach Aktivierung durch die
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30 —

% Spezifische DNA-
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Abbildung 4.18 C33 induziert Apoptose unter hypoxischen Bedingungen
25 % der bei 1 % Sauerstoff kultivierten HeLa-Zellen zeigen DNA-Degradation mit C33. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils vier unabhingigen Experimenten. Dazu wurden 100 ng
Expressionsplasmid fiir C33 sowie fiir Luciferase als Negativkontrolle mit 25 ng pEGFP, das als

Transfektionskontrolle diente, mit Effectene im 12-well-Format transfiziert. Die Zellen wurden wahrend dieser
Zeit in einer Atmosphére mit 1 % Sauerstoff inkubiert und anschlieBend durchflusscytometrisch analysiert.

Transkriptionsfaktoren p53 und NF-IL-6 das Heranwachsen nicht-vaskularisierter

Metastasen verhindern konnte.

4.5 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI) bei
der C33/CD82-induzierten Apoptose

4.5.1 Im Verlauf der C33/CD82-induzierten Apoptose werden reaktive
Sauerstoffintermediate gebildet

Da C33/CD82 transkriptionell von p53 aktiviert werden kann und p53 nach Untersuchungen
von Li et al. Apoptose induziert, die durch reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) vermittelt
wird (Li et al., 1999; Polyak et al., 1997), stellte sich die Frage, ob die C33/CD82-induzierte
Apoptose auch durch Bildung von Sauerstoffintermediaten erfolgt. Um dies zu testen,
wurden HeLa-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir C33 und p53 transfiziert: In beiden
Féllen konnte — im Vergleich zu Luciferase-transfizierten Kontrollzellen — die Bildung von
Superoxidanionen nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4.19): Diese erreichte mit C33
22 h nach Transfektion ein Maximum, wéhrend p53-transfizierte Zellen erst 27 h nach

Transfektion ein Maximum zeigten. Diese zeitliche Abfolge konnte darauf hindeuten, dass
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Abbildung 4.19 C33 vermittelt die Bildung von reaktiven Sauerstoffintermediaten

C33 (O) induziert die Oxidation von Hydroethidin zu Ethidiumbromid (EB). Auch transfiziertes pS3 (p) fiihrt
zu einem Anstieg der EB-Fluoreszenz. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung von vier
unabhingigen Experimenten. Verwendet wurden Aliquots der bereits in Abbildung 4.3 (B und C) beschrie-
benen HeLa-Zellen, die mit Expressionsplasmiden fiir C33, p53 und Luciferase (©) transfiziert wurden. Die
Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und mit Hydroethidin inkubiert, welches durch
Superoxidradikale zu Ethidiumbromid (EB) oxidiert wird. Dieses interkaliert in die DNA der Zellen und
ermdglicht so den durchgefiihrten durchflusscytometrischen Nachweis der kurzlebigen Superoxidradikale. Die
Messung wurde normalisiert auf den Prozentsatz der Fluoreszenzintensitit, der mit Luciferase-kontroll-
transfizierten Zellen bei der ersten Messung ermittelt wurde. Die Superoxidradikalproduktion der kontrolltrans-
fizierten Zellen dnderte sich im Verlauf der Zeitreihe nicht signifikant.

die durch Einwirkung von C33 gebildeten ROI zu der mit p53 beobachteten ROI-Bildung
beitragen konnten, auch wenn zu der p53-induzierten ROI-Bildung auch andere Zielgene
von p53, beispielsweise Bax oder PIG3, beitragen konnen (Miyashita und Reed, 1995;
Sionov und Haupt, 1999). In jedem Fall ist jedoch aus Abbildung 4.19 abzuleiten, dass nach
der Transfektion von C33 reaktive Sauerstoffintermediate in signifikantem Umfang gebildet
werden. Da die Einwirkung von Sauerstoffradikalen beispielsweise durch Aktivierung der
mitochondrialen PT-Pore Apoptose induzieren kann (vgl. Abschnitt 1.2.2), sollte durch die
Verwendung von Antioxidanzien und ROI-inaktivierenden Enzymen geklirt werden, ob die
ROI-Bildung fiir die C33/CD82-induzierte Apoptose essentiell ist.

Wie Abbildung 4.20 A zeigt, kann die durch C33/CDS82 induzierte Apoptose durch die

Inkubation der Zellen mit dem Antioxidanz Tiron, das Superoxidanionen abfangt, um 33 %
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vermindert werden. Auch durch die Coexpression von radikal-inaktivierenden Enzyme wie
der Superoxid-Dismutase oder Katalase konnte die C33/CD82-induzierte Apoptose deutlich,
nidmlich um etwa 50 % reduziert werden (Abbildung 4.20 B). Diese Ergebnisse zeigen an,
dass die Bildung reaktiver Sauerstoffintermediate signifikant zur C33/CDS82-induzierten
Apoptose beitrdgt, auch wenn zahlreiche andere Radikal-inaktivierende Substanzen, die

ebenfalls eingesetzt wurden, die C33/CD82-induzierte Apoptose nicht reprimieren konnten.
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Abbildung 4.20 Sauerstoffradikal-inaktivierende Substanzen und Enzyme vermindern C33-Apoptose

(A) Die Inkubation mit dem Antioxidanz Tiron reduziert die durch C33 vermittelte Apoptose um 33 %,
namlich von 44 auf 29 %. Dahingegen bleibt das Apoptoseniveau in kontrolltransfizierten Zellen unbeeinflusst
von der Tirongabe. Dargestellt ist der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils vier unabhéngigen
Experimenten. Dazu wurden HeLa-Zellen mit 100 ng eines Expressionsplasmids fiir C33 oder 3-Galactosidase
sowie 25 ng EGFP-Vektor im 12-well-Format mit Effectene transfiziert. Nach 13 h wurde 300 pM Tiron
zugesetzt, bevor nach 32 h die Zellen geerntet und durchflusscytometrisch analysiert (Sub-G1-DNA) wurden.
Die Werte wurden normalisiert auf die mit cotransfiziertem EGFP ermittelte Transfektionseffizienz. (B) Die
Cotransfektion von Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD) oder Katalase (Cat) senkt die C33-induzierte Apoptose
von 16 auf 7 bzw. 8 %. Angegeben ist der Mittelwert und die Standardabweichung von jeweils vier unab-
hingigen Experimenten mit HeLLa-Zellen. Die Zellen wurden mit Effectene im 12-well-Format transfiziert mit
100 ng pP-Galactosidase, 50 ng pC33 und 50 ng pp-Galactosidase, 50 ng pC33 und 50 ng pSOD bzw. 50 ng
pC33 und 50 ng pKatalase. Dariiber hinaus wurden allen Ansdzen 25 ng pEGFP zugesetzt. 44 h nach
Transfektion wurden die Zellen geerntet, bevor durchflusscytometrisch der Anteil Zellen mit degradierter DNA
ermittelt wurde. Die erhaltenen Werte wurden auf die mit cotransfiziertem EGFP ermittelte Transfektions-
effizienz normalisiert.
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4.5.2 Die ROI-Bildung erfolgt unabhangig von der mitochondrialen
Elektronentransportkette

Reaktive Sauerstoffintermediate werden normalerweise im Verlauf der Apoptose an der
mitochondrialen Elektronentransportkette gebildet, da — bedingt durch die Freisetzung von
Cytochrom ¢ — anstelle von vier nur einzelne Elektronen auf molekularen Sauerstoff iiber-
tragen werden (Cai und Jones, 1998). Dabei entstehen insbesondere Superoxidanionen, wie
sie auch mit C33/CD82 detektiert wurden (vgl. Abbildung 4.19). Allerdings wurde im Fall
von C33/CD82 die Bildung der reaktiven Sauerstoffintermediate bereits 18 h nach Trans-
fektion beobachtet (vgl. Abbildung 4.19), also zu einem Zeitpunkt, zu dem noch keine
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Abbildung 4.21 C33 initiiert Apoptose unabhéingig von der Funktionalitit der Atmungskette

(A) Wildtyp-HeLa-Zellen (<) und HeLa-Zellen mit unvollstindiger mitochondrialer Elektronentransportkette
(HeLa p0-Zellen, |) sind unterschiedlich sensitiv gegeniiber TNFa-induzierter Apoptose: Wiahrend DNA-
Degradation in bis zu 51 % der Wildtyp-HeLa-Zellen zu beobachten ist, zeigen nur maximal 18 % der HeLa
p0-Zellen diese apoptotische Verdnderung. Die Zellen wurden fiir 45 h mit verschiedenen Konzentrationen von
TNFo und 25 U/ml IFNy inkubiert. AnschlieBend wurde der Anteil von Zellen mit degradierter DNA
durchflusscytometrisch bestimmt. (B) Wildtyp-HeLa- und HeLa p0-Zellen zeigen nahezu gleiche Sensitivitit
gegeniiber Caspase-2- und C33-induzierter Apoptose, gemessen als Anteil von Zellen mit exponiertem
Phosphatidylserin, ndmlich im Mittel 27 bzw. 29 % bei Caspase-2 und 24 bzw. 23 % bei C33. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung aus jeweils drei unabhingigen Experimenten. Die Zellen
wurden im 12-well-Format mit Effectene und 100 ng eines Expressionsplasmids fiir Caspase-2, C33 oder
[-Galactosidase sowie mit 25 ng eines EGFP-Vektors transfiziert. Nach 46 h wurde durchflusscytometrisch der
Anteil Zellen mit exponiertem Phosphatidylserin bestimmt. Die Werte wurden auf die mit cotransfiziertem
EGFP bestimmte Transfektionseffizienz normalisiert.
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Freisetzung von Cytochrom ¢ beobachtet werden konnte (vgl. Abbildung 4.4 B). Aufgrund
dieser Diskrepanz wurde gepriift, ob der mitochondriale Elektronentransport fiir die Entste-
hung der Sauerstoffintermediate verantwortlich ist. Hierzu wurden Hela p0-Zellen verwen-
det, ein Derivat von HelLa-Zellen, deren mitochondriale DNA zerstort ist, so dass die Zellen
iiber keine funktionelle mitochondriale Elektronentransportkette verfiigen und damit auch
auf diesem Weg keine Sauerstoffradikale generieren konnen (Buchet und Godinot, 1998;
Chandel und Schumacker, 1999; Jiang et al., 1999). Daher sind HeLa p0-Zellen im Ver-
gleich zu herkdmmlichen HeLa-Zellen weniger sensitiv gegeniiber Apoptosearten, die auf
Mitochondrien als Verstirker des proapoptotischen Signals angewiesen sind, z.B. TNFa-
induzierte Apoptose (Abbildung 4.21 A) (Chandel und Schumacker, 1999; Sidoti-de Fraisse
et al., 1998) oder durch verschiedene Cytostatika induzierte Apoptose (Jia et al., 1997).

Im Gegensatz zu TNF-induzierter Apoptose zeigen sie die gleiche Sensitivitit gegeniiber

C33/CD82- und Caspase-2-induzierter Apoptose wie herkommliche HeLa-Zellen, ndmlich
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Abbildung 4.22 C33 induziert die Bildung von reaktiven Sauerstoffintermediaten in HeLa p0-Zellen

(A) Auch in HeLa p0-Zellen fiihrt die Transfektion von C33 zur verstarkten Oxidation von Hydroethidin zu
Ethidiumbromid (EB): gemessen wurden 149 im Vergleich zu 100 % in der Kontrolle. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten. Die Zellen wurden im 12-
well-Format transfiziert mit Effectene und 100 ng Expressionsplasmid fiir Luciferase bzw. C33 sowie mit
25 ng eines EGFP-Vektors. 20 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, mit Hydroethidin inkubiert
und durchflusscytometrisch untersucht (vgl. Abbildung 4.19). (B) Exemplarische Darstellung eines Original-
histogramms aus der unter (A) beschriebenen Messreihe. Aufgetragen ist die Zahl der gemessenen Zellen
(counts) mit einer bestimmten Ethidiumbromid-Fluoreszenzintensitit (FL3-H). Die graue Héaufigkeitsver-
teilung wurde mit kontrolltransfizierten Zellen, die schwarze Verteilung wurde mit C33-transfizierten Zellen
gemessen. Aus der Verschiebung des Maximums der schwarzen Verteilung hin zu héheren Fluoreszenzinten-
sitdten lasst sich auf eine verstarkte Superoxidradikalbildung in C33-transfizierten HeLa p0-Zellen schlieen.
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eine spezifische Apoptoseinduktion in 23 bzw. 24 % der mit C33 transfizierten Zellen. Dies
bedeutet, dass im Fall von C33/CD82 der mitochondriale Elektronentransport — im
Gegensatz zu anderen Féllen der Apoptoseinduktion — nicht flir die ROI-Bildung
verantwortlich ist, und das, obwohl wie in Kapitel 4.5.1 und Abbildung 4.20 gezeigt die
ROI-Bildung signifikant zur Induktion der C33-Apoptose beitrdgt. Daraus ldsst sich die
Hypothese ableiten, dass fiir die C33/CD82-induzierte Apoptose eine andere, vom
mitochondrialen Elektronentransport verschiedene ROI-Quelle verantwortlich ist. Um diese
Hypothese zu testen, wurde gepriift, ob die Expression von C33/CD82 auch in HeLa p0-
Zellen zur Bildung von Superoxidanionen fiihrt: Wie in Abbildung 4.22 dargestellt, fiihrt
C33, im Gegensatz zur als Kontrolle transfizierten Luciferase, auch in HeLa p0-Zellen in
signifikantem Umfang zur Bildung von Superoxidanionen. Dies bestitigt die Hypothese,
dass die bei der C33/CD82-induzierten Apoptose beobachtete ROI-Bildung unabhéngig von
dem mitochondrialen Elektronentransport erfolgt und somit eine neue Moglichkeit der
Apoptoseinduktion darstellt. Im Rahmen dieser kann es, auch in HeLa p0-Zellen, zur
Aktivierung von Mitochondrien kommen, da selbst diese Zellen aufgrund der Aktivitit der
noch funktionellen F1-ATPase und der Adenin-Nukleotid-Translokase (Ant) iiber ein
nahezu normales Membranpotential an der inneren Mitochondrienmembran verfiigen
(Buchet und Godinot, 1998; Chandel und Schumacker, 1999; Jiang et al., 1999), was durch

eigene Messungen bestitigt wurde (Daten nicht gezeigt).
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5.1 Screening nach dominanten proapoptotischen Genen

5.1.1 Neu-identifizierte proapoptotische Gene

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 52 verschiedene Apoptose-induzierende Gene
identifiziert, die in drei verschiedene Kategorien eingeteilt wurden (vgl. Abschnitt 4.1 ff.):
,Bekannte Apoptoseinduzierer (Positivkontrollen)®, ,,Als proapoptotisch identifizierte
bekannte Gene* (vgl. Tabelle 5.1) und ,,Uncharakterisierte Apoptose-induzierende
Sequenzen®.

Lediglich eines der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Gene war bereits in der
Literatur als proapoptotisch beschrieben, ndmlich der Zelltod-induzierende DFF45-&hnliche
Effektor CIDE-A. Drei weitere bekannte Apoptoseinduzierer (CIDE-B, NIP-3 und FADD)
wurden von anderen Mitarbeitern des Max-Planck-Instituts im Rahmen des Screenings
isoliert (vgl. Abschnitt 4.1.1).

Von den 34 als proapoptotisch identifizierten bekannten Genen konnten bereits 14 Gene —
wie in Abschnitt 4.1.2 ausfiihrlicher dargelegt — durch Auswertung der publizierten Literatur
in Zusammenhang mit Krankheiten gebracht werden, zu deren Atiologie die neu entdeckte
proapoptotische Fihigkeit der Gene beitragen konnte. So konnte beispielsweise die Adenin-
Nukleotid-Translokase-1 (Antl) bei Herzmuskelschwiche DCM zu einer erhdhten
Apoptoserate fiihren. Eine Rolle bei neurodegenerativen Krankheiten konnten ein Klon mit
Homologie zu einem Presenilin-assoziierten Protein, die Kynurenin-3-monooxygenase
sowie E25B spielen. In Zusammenhang mit neuromuskuléren Verdnderungen bzw. Muskel-
dystrophien konnte dagegen z.B. die Apoptoseinduktion durch Letm 1 und Synthrophin-1
relevant sein. Von besonderem Interesse sind auch die als Tumorsuppressoren beschrie-
benen Proteine H-rev 107 und CII-3 (eine Untereinheit des Komplexes II der Succinat-
Ubichinon-Oxidoreduktase) sowie der Metastasensuppressor C33/CD82, der in dieser
Arbeit genauer charakterisiert wurde. Weiterhin wurden der Parathyroidhormon (verwandte)
Peptidrezeptor (PTH(r)R) und der spannungsabhingige Anionenkanal 2 (VDAC), der eine
Komponente der mitochondrialen PT-Pore ist und bei der UV-induzierten Apoptose eine
Rolle spielen konnte, isoliert. Weitere als proapoptotisch identifizierte Klone sind die adulte
Kette 1 von Hdmoglobin-o. sowie der Elongationsfaktor 2, die im Fall bestimmter 3-Tha-

lassdmien bzw. bei der durch Bakterientoxine induzierten Apoptose relevant sein kdnnten.
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Eine gewisse, aber akzeptable, Redundanz der Screeningergebnisse, die die Eignung der
Methode unterstreicht, ist dadurch gegeben, dass Gene wie Antl, PTH(r)R und CII-3 auch

im Screening von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe isoliert wurden.

Tabelle 5.1 Ubersicht iiber die als proapoptotisch identifizierten, aber bereits bekannten Gene

In der linken Hélfte der Abbildung sind als proapoptotisch isolierte bekannte Gene aufgefiihrt, deren proapop-
totisches Verhalten nach Literaturrecherchen in Zusammenhang mit bestimmten Krankheiten stehen konnte.
Die rechte Halfte der Abbildung umfasst alle weiteren als proapoptotisch isolierten bekannten Gene, die im
Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden. Fiir diese konnte bislang keine Krankheitsassoziation ermittelt
werden. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Als proapoptotisch identifizierte bekannte Gene

o Adenin-Nukleotid-Translokase-1 (Ant1) ¢ Calciumkanal-gamma 5 Untereinheit (CACNG5)

o Mitochondriales Transporter Homolog 1 Isoform a e Putative Ca2+-transportierende ATPase
(MTCH) / Presenilin-assoziiertes Protein

« Na*K*-transportierende ATPase, alpha 1 Polypeptid

¢ Kynurenin3-monooxygenase
e E25B

o Leucin-zipper-EF-hand enthaltendes
Transmembranprotein 1 (Letm1)

o Syntrophin-1
o H-rev107

o Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase Komplex I,
Membran-intrinsische Untereinheit (ClI-3)

o Cytochrom b kleine Untereinheit von Komplex Il
o C33, Metastasensuppressor

o Parathyroidhormon- (verwandter) Peptidrezeptor
(PTHR/PTHrR)

e Spannungsabhangiger Anionenkanal-2 (VDAC)
e Hamoglobin-a, adulte Kette 1 (Hba-a1)

» Elongationsfaktor 2 (EF-2)

(Atp1a1)
* Na/Pi-Cotransporter (NaPi-7)
» Nieren-spezifischer Transporter (RST)
¢ Nieren-spezifisches Transportprotein
¢ Innere mitochondriale Membrantranslokase Tim23
e Glucose-Transporter Isoform 1 (Glut-1)
¢ Fettsduretransportprotein 2
e Very-long-chain Acyl-CoA-Synthetase (VLACS)
e Medium-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase
e Cytochrom beta-558
» Putatives Glykogen-Speicherkrankheit Typ 1b-Protein
e L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase
e Shyc
» Synaptisches Glykoprotein (SC2)
 Serin-Threonin-Proteinkinase- 51PK / VRK1
¢ Guanin-Nukleotid-Bindeprotein G-s, a- Untereinheit
¢ Proteinphosphatase-1cy (PP1cgamma)

¢ Osteopontin
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Die zelluldre Funktion der iibrigen 20 als proapoptotisch identifizierten bekannten Gene ist
ebenfalls weitgehend bekannt, doch konnte aufgrund des derzeitigen Wissensstandes bislang
kein Zusammenhang zwischen dieser und der neu entdeckten proapoptotischen Féhigkeit
hergestellt werden (vgl. Abschnitt 4.1.2). Zu dieser Untergruppe zéhlen Transportproteine
und Proteine des Fettsdure- und des Kohlenhydratstoffwechsels sowie zwei nahezu
uncharakterisierte Proteine: Shyc und das synaptische Glykoprotein. Weiterhin fillt in diese
Untergruppe ein Fragment der Serin-Threonin-Proteinkinase 51PK, das eines der seltenen
Beispiele dafiir ist, dass auch Kinasen bei der Apoptoseregulation eine Rolle spielen
konnen. Dartiber hinaus wurden ein Klon mit Homologie zu der a-Untereinheit des Guanin-
Nukleotid-Bindeproteins G-s, einer mit Homologie zur Proteinphosphatase-1c und ein Klon,
der weitgehend mit Ostoepontin {ibereinstimmt, als proapoptotisch identifiziert.

Ausserdem wurden im Rahmen dieser Arbeit 17 Gene isoliert, deren Funktion noch vollig
unbekannt ist und deren Sequenzen lediglich im Rahmen von Sequenzierprojekten ermittelt
wurden (vgl. Abschnitt 4.1.3). Sie konnten sich, sobald weitere Informationen iiber sie
vorliegen als duf3erst interessant erweisen.

Wie diese Zusammenstellung der Ergebnisse des Screenings zeigt, wurden mit Hilfe des
verwendeten Screeningsverfahrens eine Reihe proapoptotischer Klone isoliert, die eine
Rolle bei der Apoptoseinduktion sowohl unter physiologischen als auch unter pathologi-
schen Bedingungen spielen konnen. Das bedeutet, dass das Screeningverfahren prinzipiell
dazu geeignet ist, um einerseits neue Einblicke in das noch sehr unvollstindige Netzwerk
von unter physiologischen Bedingungen aktiven proapoptotischen Genen zu geben und um
andererseits zum Verstdndnis bestimmter Krankheiten beizutragen, fiir deren Entstehung die

neu entdeckte proapoptotische Féahigkeit eines Genes von Bedeutung sein konnte.

5.1.2 Vergleich mit alternativen Screeningmethoden

Das in dieser Arbeit verwendete, von Grimm und Leder entwickelte Expressions-
Screeningverfahren (Grimm und Leder, 1997) basiert auf der Isolation einzelner Plasmid-
DNA-Klone einer cDNA-Genbank im 96-well-Malstab (Neudecker und Grimm, 2000) und
deren anschlieBender Transfektion in 293T-Zellen im 24-well-Maf3stab. Nach 20 bis 50 h
wird das Apoptoseinduktionspotential der einzelnen cDNAs anhand phénotypischer
Veranderungen mikroskopisch detektiert. Grundlage des Verfahrens ist das Phdnomen, dass
nahezu jedes in die Apoptoseinduktion involvierte Gen in der Lage ist, bei Uberexpression
selbst Apoptose zu induzieren. Ursache hierfiir diirften durch die Uberexpression

hervorgerufene Protein-Protein-Interaktionen sein, die zur Aktivierung nachfolgender
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Komponenten der proapoptotischen Kaskade fiihren. Eine Variante dieses Verfahrens stellt
die von Ziauddin und Sabatini beschriebene Methode dar (Ziauddin und Sabatini, 2001):
Dabei wird DNA einer cDNA-Bibliothek auf Mikroarrays aufgetragen und mit Zellen
iiberschichtet, die diese aufnehmen und je nach Art des Klones apoptotisch werden.
Inwieweit sich diese Methode als praktikabel oder aufgrund der geringen verwendeten
Zellzahlen als problematisch erweist, wird sich noch zeigen.

Das in dieser Arbeit verwendete Expressionsscreening-Verfahren erlaubt durch die
Anwendbarkeit als Hochdurchsatzverfahren — insbesondere in vollstindig automatisierter
Form — die Uberpriifung einer groBen Anzahl von Kandidatengenen und sogar vollstindiger
Genbanken. Im Gegensatz zu Verfahren, die auf dem Vergleich der differentiellen
Genexpression in mit Apoptose-Induzierern behandelten und unbehandelten Zellen
basieren, erlaubt es zudem die direkte Herstellung eines kausalen Zusammenhangs zwischen
transfizierter cDNA und der Funktion der Apoptoseinduktion, weil die Apoptoseinduktion
unmittelbar als Auswahlkriterium herangezogen wird.

Vergleicht man das Verfahren mit sogenannten Selektionsstrategien, wie sie beispielsweise
von Kimchi et al. beschrieben wurden, ergeben sich Vor- und Nachteile (Levy-Strumpf und
Kimchi, 1998). Diese Selektionsverfahren basieren auf der Transfektion einer antisense-
cDNA-Bibliothek in eine Zelllinie und der anschlieBenden Applikation eines Apoptose-
induzierers, beispielsweise IFN-y. Aus den Zellen, die diese Behandlung (Selektion) iiber-
stehen, kann nun die transfizierte Plasmid-DNA isoliert und sequenziert werden. Dieses
Verfahren hat gegeniiber dem im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Expres-
sionsscreening-Verfahren den Vorteil, dass nur solche Gene isoliert werden, die in
Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion durch den gewéhlten Stimulus stehen. Somit
kann im fortgeschrittenen Stadium u.U. ein funktioneller Zusammenhang zwischen den
verschiedenen isolierten Klonen hergestellt werden, der einem proapoptotischen
Signaltransduktionsweg entspricht. Dies bedeutet zugleich, dass mit diesem Selektions-
verfahren lediglich proapoptotische Komponenten isoliert werden konnen, die dem
applizierten proapoptotischen Signal nachgeschaltet sind. Im Gegensatz dazu ist mit Hilfe
des Expressionsscreening-Verfahrens dieser Arbeit die Isolation proapoptotischer
Komponenten bislang unbekannter apoptotischer Signaltransduktionswege mdglich.
Dariiber hinaus werden bei dem Verfahren von Kimchi et al. lediglich solche Apoptose-
inhibierende antisense-Klone isoliert, deren Funktion nicht durch alternative Signalwege
umgangen werden kann, ein Problem, das angesichts der Redundanz der apoptotischen

Signaltransduktion nicht zu vernachldssigen ist. Diese Problematik tritt bei dem in dieser
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Arbeit verwendeten Expressionsscreening-Verfahren nicht auf, weil dieses — im Gegensatz
zu dem Verfahren von Kimchi et al. — nicht auf einer Inhibition, sondern mit der dominanten
Induktion von Apoptose auf einer positiven Wirkung basiert. Bei diesem Expressions-
screening-Verfahren ist daher auch die Detektion schwicherer proapoptotischer Klone
moglich, die vielleicht nur unter besonderen Umstidnden, beispielsweise bei bestimmten
Krankheitsbildern, in vivo relevant sind.

Gleich, mit welcher Methode neue Apoptose-induzierende Gene isoliert werden, miissen
diese mit Hilfe von Recherchen in Literaturdatenbanken, Sequenzvergleichen und -analysen
hinsichtlich ihrer physiologischen und pathologischen Relevanz bewertet werden. Je mehr
Klone isoliert und charakterisiert werden, desto eher erhilt man einen Uberblick iiber die
Vielfalt proapoptotischer Klone und desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit, Klone zu
isolieren, die sich als besonders interessant erweisen. Diese konnen anschlief3end
hinsichtlich des Mechanismus’ der Apoptoseinduktion und dessen Bedeutung fiir den
Programmierten Zelltod oder die Entstehung bestimmter Krankheiten genauer untersucht
werden; mit dem Fernziel, ein besseres Verstindnis des apoptotischen Signalnetzwerkes zu
entwickeln und moglicherweise einen Beitrag zur Entwicklung einer Therapie bestimmter
Krankheiten zu leisten. Ein Beispiel hierfiir ist die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Charakterisierung der Apoptoseinduktion des Metastasensuppressorgens C33/CDS2.

5.2 C33/CD82 - Ein Metastasensuppressor induziert Apoptose

Die Entstehung von Tumoren kann durch Tumorsuppressorgene, die Entstehung von
Metastasen durch spezielle Metastasensuppressorgene unterdriickt werden. Viele Apoptose-
induzierende Gene sind Tumorsuppressoren, beispielsweise p53, DCC oder Apaf-1 (vgl.
Abschnitt 1.4.2), und sind daher in bis zu 50 % der Tumore herabreguliert (Levine, 1997).
C33/CD82, dessen proapoptotische Aktivitdt im Rahmen dieser Arbeit entdeckt wurde, ist
nach der DAP-Kinase (Inbal et al., 1997) das zweite Metastasensuppressorgen, fiir das eine
proapoptotische  Aktivitit nachgewiesen wurde. Bislang wurde die Metastasen-
supprimierende Wirkung von C33/CDS82, ebenso wie die vieler anderer Metastasen-
suppressoren, vor allem auf eine Inhibition der Zellmigration zuriickgefiihrt: eine
Vorstellung, die in vivo bislang nicht belegt wurde und die aufgrund der in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse zu erweitern sein diirfte. C33/CD82 ist einer der am besten
charakterisierten Metastasensuppressoren, dessen Expression nicht nur sehr haufig, z.B. in

iiber 76 % der untersuchten Nicht-kleinzelligen-Lungenkrebstumore (Adachi et al., 1998),
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sondern auch in Metastasen von wenigstens sieben Primértumorarten herabreguliert ist (vgl.
Abschnitt 1.5.1).

Wie die Schemadarstellung in Abbildung 5.1 zeigt, induziert die transiente Transfektion des
im Screening isolierten Mausklons C33, ebenso wie die seines zu 76 % identischen
humanen Homologs CD82/KAII, in Sidugerzellen Apoptose iiber den mitochondrialen Weg
(vgl. Abschnitt 4.2.2): Es kommt zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membran-
potentials AY und zur Freisetzung von proapoptotischen Faktoren wie Cytochrom c¢ aus
dem mitochondrialen Intermembranraum in das Cytoplasma. Demzufolge wird die
Apoptose durch Uberexpression der antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder Bcl-2 und
Bel-xp zu 55 bzw. 100 % inhibiert. Die aus den Mitochondrien freigesetzten
proapoptotischen Faktoren aktivieren im Cytoplasma — vermutlich vermittelt iiber
Caspase-9 (vgl. Abbildung 1.3) — Effektorcaspasen. Dadurch kommt es zur Ausprigung
typischer Kennzeichen der Apoptose: charakteristischen morphologischen Verdnderungen,
wie der Kondensation des Cytoplasmas und Bildung apoptotischer Korperchen, der
Exposition von Phosphatidylserin, die im Kdorper die Erkennung und damit einhergehende
,Entsorgung® durch phagocytierende Zellen erlaubt, sowie der Degradation der
chromosomalen DNA und Spaltung des Caspase-Substrates Poly-(Adenosindiphosphat-
Ribose)-Polymerase PARP. Diese phénotypischen Verdnderungen sind — wie in den
Abschnitten 4.2.1 und 4.2.2 beschrieben — durch Verwendung der Pan-Caspase-Inhibitoren
zVAD und p35 sowie durch das Protein XIAP, welches spezifisch die Caspasen-9, -3 und -7
hemmt, inhibierbar. Auch wenn diese Hemmung vermutlich aufgrund experimenteller
Randbedingungen nur partiell (zu 47 bis 77 %) erfolgt, bestitigt sie dennoch die
Notwendigkeit der Caspase-Aktivierung fiir die durch C33/CD82 hervorgerufenen
Verianderungen und beweist zusétzlich zu den oben genannten Charakteristika, dass es sich
bei dem beobachteten Prozess um Apoptose und nicht um einen anderen Effekt,
beispielsweise Nekrose, handelt.

Auf welche Weise erfolgt nun die proapoptotische Aktivierung der Mitochondrien? Es
existieren Hinweise, die allerdings umstritten sind (Duriez et al., 2000; Jackson und
Puisieux, 2000), dass C33/CD82 durch den Tumorsuppressor p53 transkriptionell aktiviert
wird (Mashimo et al., 2000; Mashimo et al., 1998). Wie C33/CD82 induziert auch p53
Apoptose iiber den mitochondrialen Weg (Carson und Lois, 1995; Lane, 1992), wobei bei
p53 die Bildung von Superoxidanionen zumindest unter bestimmten Bedingungen fiir die
Apoptoseinduktion essentiell ist (Li et al., 1999; Polyak et al., 1997). Tatsachlich fiihrt auch

die transiente Expression von C33/CDS2 zur Bildung von Superoxidanionen (vgl. Abschnitt
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Abbildung 5.1 Postulierter Mechanismus der Apoptoseinduktion durch den Metastasensuppressor
C33/CD82

Dieses Modell wurde aufgestellt aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Befunde: Infolge der
transienten Expression von C33/CDS82 kommt es zur Bildung von Superoxidanionen und zwar unabhéngig von
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der mitochondrialen Atmungskette; ein Prozess der sich durch die Antioxidanzien Tiron und die Radikal-
inaktivierenden Enzyme Cu/Zn-Superoxiddismutase und Katalase hemmen ldsst. Diese reaktiven Sauerstoff-
intermediate fithren zur Aktivierung der Mitochondrien (hemmbar durch antiapoptotische Bcl-2-Homologa)
und induzieren dort den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und die Freisetzung
proapoptotischer Faktoren wie Cytochromc, die im Cyptoplasma Effektor-Caspasen aktivieren. Die
Aktivierung der Caspasen, die sich durch die Caspase-Inhibitoren p35, zZVAD und XIAP hemmen ldsst, fiihrt
zur Ausbildung der genannten apoptotischen Veranderungen.

4.5.1). Diese tragen signifikant zur C33/CD82-Apoptose bei, denn diese wird durch
Verwendung des Superoxidanionen-inaktivierenden Antioxidanz’ Tiron immerhin um 33 %
und durch die Coexpression der Radikal-inaktivierenden Enzyme Superoxiddismutase und
Katalase sogar um 50 % inhibiert.

Normalerweise entstehen Superoxidanionen (0O,™) im Verlauf der Apoptose an der
mitochondrialen Elektronentransportkette, wenn nach der Apoptose-bedingten Freisetzung
von Cytochrom ¢ anstelle der iiblichen vier nun einzelne Elektronen auf molekularen
Sauerstoff iibertragen werden (Cai und Jones, 1998). Im Gegensatz dazu werden die
Superoxidanionen, die die C33/CD82-Apoptose auslosen, nicht an der mitochondrialen
Elektronentransportkette gebildet, da C33/CD82 selbst in Zellen mit fehlendem
mitochondrialem Elektronenfluss (p0-Zellen) (Buchet und Godinot, 1998; Chandel und
Schumacker, 1999; Jiang et al., 1999) Superoxidanionen generiert und Apoptose induziert
(vgl. Abschnitt 4.5.2). Und auch die oben erwdhnte, mit Tiron, Superoxiddismutase und
Katalase beobachtete Repression der Apoptoseinduktion bestétigt, dass die Bildung der
reaktiven Sauerstoffintermediate vor der Aktivierung der apoptotischen Kaskade erfolgt.
Wie und wo allerdings diese reaktiven Sauerstoffintermediate in der Zelle gebildet werden,
bleibt zu kldren. In Frage kommen beispielsweise Cytochrom-P450-Systeme, Oxidasen wie
die NAD(P)H-Oxidasen oder weitere Radikal-generierende Enzymsysteme (Cross und
Jones, 1991; Davydov, 2001). Somit handelt es sich bei der C33/CD82-Apoptose um eine
neue, bislang nicht charakterisierte Art der Apoptoseinduktion durch reaktive Sauerstoff-
intermediate, die nicht an der mitochondrialen Elektronentransportkette generiert werden
(vgl. Abbildung 5.1). Diese fiihren dann, wie aus der Literatur mit HO, oder radikal-
generierenden Substanzen bekannt, zur proapoptotischen Aktivierung von Mitochondrien.
Jene erfolgt beispielsweise durch direkte Aktivierung der in Abschnitt 1.2.2 beschriebenen
PT(Permeabilititsiibergangs)-Poren (Cassarino und Bennett, 1999; Crompton, 1999;
Loeffler und Kroemer, 2000) oder moglicherweise auch vermittelt durch Ceramid: Dieses

konnte aufgrund der gestorten Redox-Verhéltnisse an der Cytoplasmamembran durch
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aktivierte Sphingomyelinasen generiert werden und kann ebenfalls die PT-Poren aktivieren
(Bauer et al., 2000; Decaudin et al., 1998; Haimovitz-Friedman et al., 1994).

Dem Sauerstoffintermediat-abhéngigen Mechanismus nach zu urteilen, ist es durchaus
moglich, dass C33/CDS82 zur p53-induzierten Apoptose beitrdgt — neben anderen proapopto-
tischen und z.T. reaktive Sauerstoffintermediate generierenden Genen, die ebenfalls durch
p53 aktiviert werden (Polyak et al., 1997). Weitere Argumente hierfiir sind, dass die
Superoxidanionproduktion mit transfiziertem C33/CD82 zeitlich frither als mit
transfiziertem p53 einsetzt (vgl. Abbildung 4.19) und dass — nach Beobachtungen von Li et
al. — auch bei der p53-Apoptose die Bildung von Superoxidanionen unabhédngig von der
Freisetzung von Cytochrom c erfolgt (Li et al., 1999). Moglicherweise spielt C33/CD82
unter bestimmten Bedingungen, beispielsweise unter hypoxischen Verhiltnissen (vgl.
Abschnitt 5.4), sogar eine groflere Rolle als andere Apoptose-induzierende p53-Zielgene, da
z.B. Bax, obwohl es in vitro sehr stark Apoptose induziert, nur bei einigen Tumorarten zur
p53-induzierten Apoptose beitragt (McCurrach et al., 1997; Sionov und Haupt, 1999; Yin et
al., 1997).

Wie Tests mit weiteren Mitgliedern der Tetraspanin-Superfamilie ergaben, induzieren neben
C33/CDS82 auch die Tetraspanine CD9, CD37, CD81 und CD151, sowie in geringerem
Umfang auch CD53 und CD63 bei Uberexpression Apoptose. Im Gegensatz dazu konnte
fiir das Tetraspanin CO-029 keine proapoptotische Aktivitdt nachgewiesen werden (vgl.
Abschnitt 4.3.2). Dies, und die Beobachtung, dass andere transient transfizierte
Membranproteine ebenfalls keine Apoptose induzieren (Abschnitt 4.3.1), zeigt, dass die
Apoptoseinduktion eine spezifische Eigenschaft ist, iiber die einige, aber nicht alle
Tetraspanine verfligen. Wie C33/CDS82 ist auch CD9, das auch als metastasis-related
protein MRP-1 bezeichnet wird, in der Literatur als Metastasensuppressor bei verschiedenen
Krebsarten beschrieben: Beispielsweise ist die Expression von CD9 in 36 % der Nicht-
kleinzelligen Lungenkrebs-Tumore und in 33 % der Brusttumore herabreguliert, die von
CDS82, welches etwas stirker als CD9 Apoptose induziert (vgl. Abbildung 4.8), sogar in 76
bzw. 60 % der Tumore. Im Gegensatz dazu war die Expression des fast keine Apoptose
induzierenden Tetraspanins CD63 in keiner der untersuchten Tumorproben herabreguliert
(Adachi et al., 1998; Huang et al., 1998). Diese Daten sowie die Erkenntnis, dass das nicht-
proapoptotische Tetraspanin CO-029 die Metastasierung sogar fordert (Kanetaka et al.,
2001), deuten auf eine Korrelation zwischen dem Apoptoseinduktionspotential und der
Metastasen-supprimierenden Wirkung der einzelnen Tetraspanine. Derartige Korrelationen

konnen immer nur tumorspezifisch erstellt werden, hier z.B. bezogen auf Brustkrebs oder
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Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs, da vereinzelte Publikationen dokumentieren, dass sich
C33/CD82 nicht immer als Metastasensuppressor verhdlt: Unter bestimmten Bedingungen
kann es die Metastasierung fordern, z.B. die bestimmter Lungenkrebszellen in SCID-
Maiusen (Shinohara et al., 2001b) oder es wird bei bestimmten Leuk&mien verstirkt
exprimiert (Burchert et al., 1999). Daher sind weitere, differenziertere Untersuchungen
erforderlich. Diese erscheinen auch deshalb vielverspechend, weil die 5-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten mit Nicht-kleinzelligem Lungenkrebs bei Expression von
CD9 und CD82 bei 86 % liegt, wihrend lediglich 31 % der Patienten {iberlebten, wenn
keines der beiden Antigene exprimiert war, wobei die simultane Reduktion der CD9- und
CD82-Expression sogar einen additiven Effekt auf das Metastasierungspotential hatte
(Adachi et al., 1998). Auch wenn noch nicht geklért ist, inwieweit die verschiedenen
Eigenschaften der Tetraspanine zur Metastasensuppression beitragen, stellt die Entdeckung
der Apoptoseinduktion von CD9, CD37, CD81, CDS82 und CD151, sowie bedingt auch der
von CDS53, ein weiteres Argument fiir die Verwendung dieser Tetraspanine als
prognostische Marker dar.

Da die Tetraspanine eine evolutionér alte Superfamilie sind (Boucheix et al., 2001), ist zu
postulieren, dass die Apoptoseinduktion bei allen proapoptotischen Tetraspaninen auf
gleiche Art und Weise erfolgt. Allerdings konnte weder durch Sequenzanalysen eine
gemeinsame proapoptotische Region noch durch Recherche in der Literatur ein allen
proapoptotischen Tetraspaninen gemeinsamer Interaktionspartner, der flir die Apoptose-
induktion verantwortlich sein kdnnte, ausgemacht werden. Jedoch wurde durch das Testen
der Apoptoseinduktion trunkierter Mutanten die fiir die Apoptoseinduktion relevante Region
auf einen Bereich innerhalb der ersten 119 Aminosduren eingegrenzt (vgl. Abbildung 4.9);
also den Bereich vom N-Terminus bis zum Ende der dritten Transmembrandoméne. Dieser
vermittelt weder die Interaktion mit Integrinen, die iiber die groBe extrazelluldare Schleife
des Proteins erfolgt (Ono et al., 2000), noch sollte er zur beschleunigten Internalisierung des
EGF-Rezeptors beitragen (Odintsova et al., 2000); allenfalls konnte er flir die Interaktion
mit Proteinkinasen vom PKC-Typ verantwortlich sein (Zhang et al., 2001). Daher erfolgt
die C33/CD82-Apoptose vermutlich unabhingig von der Interaktionen mit Integrinen und

dem EGF-Rezeptor — ein Aspekt der im folgenden Abschnitt detaillierter besprochen wird.
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5.3 C33/CD82 hat wenigstens drei voneinander unabhangige
metastasierungsrelevante Funktionen

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Apoptoseinduktion von C33/CD82
unabhéngig von den anderen, in der Literatur beschriebenen Eigenschaften des Proteins —
der Beeinflussung der Zelladhdsion und -motilitdt sowie der beschleunigten Internalisierung
des EGF-Rezeptors — erfolgt. Da die Relevanz dieser Eigenschaften fiir die Metastasierung
bislang in vivo nicht nachgewiesen wurde (Afshari et al., 1999; Boucheix und Rubinstein,
2001; Mannion et al., 1996; Odintsova et al., 2000; Ono et al., 2000), konnte die C33/CD82-
Apoptose ebenso wie die anderen Eigenschaften fiir die in vivo beobachtete Metastasen-
suppression verantwortlich sein; insbesondere deshalb, da die Induktion von Apoptose ein
kritischer Faktor bei vielen Schritten der Metastasierung ist, beispielsweise bei der
Dissoziation und Dissemination von Tumorzellen sowie dem Metastasenwachstum (vgl.
Abschnitt 1.4.1). Die durch C33/CD82 induzierte Apoptose wire damit Teil der physiolo-
gischen Maschinerie des ,,Programmierten Zelltods”, die im Verlauf der Evolution
entstanden ist und die den Korper vor schiadlichen Entwicklungen, in diesem Fall vor der
Bildung von Metastasen, schiitzt. Vermutlich handelt es sich bei der Apoptoseinduktion um
eine Eigenschaft, die das Protein im Verlauf seiner Evolution zusitzlich zu seinen
vielféltigen sonstigen Eigenschaften erworben hat.

Die in der Literatur beschriebenen Interaktionen von C33/CD82 mit Integrinen und dem
EGF-Rezeptor legen eine Verbindung zwischen C33/CD82-Apoptose und durch Adhésions-
oder Wachstumsfaktorverlust induzierter Apoptose nahe. Jedoch konnte durch die Experi-
mente dieser Arbeit, wie im Folgenden ausfiihrlich dargelegt, gezeigt werden, dass die
C33/CD82-Apoptose sehr wahrscheinlich unabhéngig von den beiden Interaktionen erfolgt
(vgl. Abbildung 5.2).

Integrine sind wichtige Zelladhdsionsmolekiile, die u.a. in fokalen Kontakten und in
transienten protrusiven Strukturen wie Lamellipodien oder Filopodien zu finden sind, wo sie
entscheidend die Migration der Zellen beeinflussen und mit C33/CD82 interagieren
(Berditchevski und Odintsova, 1999). Mit C33/CD82 assoziiert sind aullerdem Protein-
kinasen vom PKC-Typ, die, wenn sie durch C33/CD82 an Integrine herangefiihrt werden,
diese phosphorylieren (Zhang et al., 2001). Integrine, die an die extrazelluldre Matrix
assoziiert sind, vermitteln z.B. {iber Fokale Adhisionskinasen antiapoptotische Signale.
Beim Verlust der Assoziation mit der extrazelluldren Matrix, dem sogenannten Adhisions-

verlust, kommt es zur Induktion von Apoptose, die auch als Anoikis bezeichnet wird und die
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Beeinflussung der Zelladhasion und -motilitat
durch Interaktion mit Proteinkinase C, Integrinen
und E-Cadherin

Herabregulation des EGF-Rezeptor-
Signaltransduktionswegs
durch beschleunigte Internalisierung des
Rezeptors

C33/CD82

Induktion von und Sensitivierung fiir Apoptose
durch Bildung von reaktiven Sauerstoffinter-
mediaten und Aktivierung der Mitochondrien

Abbildung 5.2 Ubersicht iiber verschiedene potentiell metastasierungsrelevante Funktionen von
C33/CD82

C33/CD82 beeinflusst in vitro die Zelladhdsion und -migration und erschwert so vermutlich die Dissoziation,
Migration und Extravasation von Tumorzellen (Boucheix und Rubinstein, 2001; Mannion et al., 1996). Des
Weiteren kann C33/CDS82 die EGF-induzierte Signaltransduktion vermindern und auf diese Weise der Zelle
wichtige Uberlebenssignale entziechen (Odintsova et al., 2000). Als neue Funktion wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Fahigkeit von C33/CD82, dominant Apoptose zu induzieren und Zellen fiir Apoptose zu sensiti-
vieren, entdeckt und charakterisiert. Diese drei Funktionen konnen theoretisch alle zur Metastasen-
supprimierenden Eigenschaft von C33/CD82 beitragen und sind nach den Ergebnissen dieser Arbeit vermutlich
voneinander unabhéngige Eigenschaften des Proteins. Weitere Erlduterungen siehe Text.

wie die C33/CD82-Apoptose iiber den mitochondrialen Weg erfolgt (Evan und Vousden,
2001; Frisch und Ruoslahti, 1997; Frisch et al., 1996; Puthalakath et al., 2001). Theoretisch
konnte auch die C33/CD82-Apoptose durch diesen Mechanismus erfolgen, indem
beispielsweise liberexprimiertes C33/CD82 die Integrine von ihren sonstigen Interaktions-
partnern abschirmt und auf diese Weise die antiapoptotische Signaltransduktion der
Integrine unterbindet. Tatsdchlich ist aber die C33/CD82-Apoptose unabhdngig von der
Wechselwirkung des Proteins mit Integrinen, da die Mutante C33A119, der die groB3e, die
Interaktion mit Integrinen vermittelnde extrazellulire Doméne fehlt (Ono et al., 2000),

ebenso stark Apoptose induziert wie das Wildtypprotein C33/CD82 (vgl. Abschnitt 4.3.3).
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Hinzu kommt, dass die Stirke der C33/CD82-Apoptose nicht durch Coexpression von
ausgewdhlten mit C33/CDS82 interagierenden Integrinuntereinheiten beeinflusst wird. Das
dritte und entscheidende Argument fiir die Unabhingigkeit der C33/CDS82-Apoptose-
induktion von Integrinsignalwegen ist die Beobachtung, dass C33/CD82 Apoptose auch in
nicht-adhirenten Zellen, also solchen, die weder mit Nachbarzellen noch mit einer
extrazelluldren Matrix interagieren, erfolgt (vgl. Abschnitt 4.3.6). Das bedeutet, dass der von
C33/CD82 ausgehende proapoptotische Signalweg unabhdngig von Zell-Zell- und Zell-
extrazellulire Matrix-Kontakten ist und somit nicht auf Integrin- oder E-Cadherin-
vermittelte Signale angewiesen ist, weil diese in diesen Supensionszellen nicht bestehen.
Demzufolge handelt es sich bei der C33/CD82-Apoptose um eine neue Eigenschaft des
Molekiils, die sich von der durch Adhésionsverlust induzierten Apoptose (Anoikis) abhebt.
Des Weiteren unterscheidet sie sich auch von einer von Ono et al. beschriebenen, durch
Migrationsinhibition induzierten Art der Apoptose, die 11 Tage nach Induktion der CD82-
Expression als Folge der CD82-bedingten Inhibition der Migration beobachtet wurde (Ono
et al., 1999). Sie erfolgte damit mit deutlich langsamerer Kinetik als die im Rahmen dieser
Arbeit beschriebene C33/CD82-Apoptose, die sich bereits 22 h nach Transfektion von
C33/CD82 in Form phénotypischer Verdnderungen, wie beispielsweise der Ausbildung
apoptotischer Korperchen, manifestiert und unabhédngig von migrationsinhibierenden
Effekten ist.

Auch die Interaktion mit Proteinkinasen vom PKC-Typ scheint fiir die C33/CD82-Apoptose
nicht relevant zu sein, da bei den verschiedenen auf Apoptoseinduktion getesteten
Mitgliedern der Tetraspanin-Superfamilie keine Korrelation zwischen ihrer Féhigkeit,
Apoptose zu induzieren, und ihrer Eigenschaft, mit PKC zu interagieren, erkennbar ist (vgl.
Abschnitt 4.3.5).

Auch die Interaktion von C33/CD82 mit dem EGF-Rezeptor ist vermutlich nicht die
Ursache der C33/CD82-Apoptose: Nach Ergebnissen von Odintsova et al. beschleunigt
C33/CD82 die Internalisierung des EGF-Rezeptors (Odintsova et al., 2000) und reguliert
damit den EGF-Signalweg herab, der beispielsweise durch Stimulation der Transkription
von Bcl-xp Apoptose verhindert (Jost et al., 1999). Auf diese Weise konnte die
Uberexpression von C33/CD82 theoretisch zur Herabregulation von Bel-x; und damit zur
Induktion von Apoptose fithren. Die Resultate dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass dies
nicht der Fall ist: Cotransfektionen des EGF-Rezeptors und seiner dominant-negativen
Variante hemmen bzw. verstirken die C33/CD82-Apoptose nicht und Versuche mit

trunkierten Varianten von C33/CD82 demonstrieren, dass der das potentielle Internali-
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sierungssignal enthaltende Teil von C33/CD82 nicht zur Apoptoseinduktion erforderlich ist.
Des Weiteren konnte keine Korrelation zwischen der publizierten Interaktion der getesteten
Tetraspanine mit dem EGF-Rezeptor und ihrer Féhigkeit, Apoptose zu induzieren,
aufgestellt werden (vgl. Abschnitt 4.3.4).

Demzufolge verfligt nach dem gegenwértigen Kenntnisstand C33/CDS82 iiber wenigstens
drei verschiedene Funktionen, die in Abbildung 5.2 dargestellt sind und die alle theoretisch
zu der Eigenschaft des Proteins als Metastasensuppressor beitragen kdnnen: (a) die Beein-
flussung der Zelladhdsion und -motilitdt, (b) die Herabregulation des EGF-Rezeptor-
Signalweges und (c) eine proapoptotische Funktion, die in der Induktion von Apoptose bei
Uberexpression und der Sensitivierung fiir Apoptose bei normaler Expression von
C33/CD82 besteht, welche in Abschnitt 5.4 ausfiihrlicher beschrieben wird.

Einen Erkldrungsansatz fiir die proapoptotische Aktivitit von C33/CD82 konnte die kiirzlich
publizierte Beobachtung von Delaguillaumie et al. geben, dass Antikérper gegen CD82 zur
Phosphorylierung von RhoGTPase-assoziierten Proteinen fiihren. Dadurch kommt es zur
Aktivierung der RhoGTPasen RhoA, Racl und Cdc42, die charakteristische morpho-
logische Verdnderungen hervorrufen (Delaguillaumie et al., 2002). Es wére denkbar, dass
die Uberexpression von C33/CD82 ihnlich wie die Uberexpression anderer Zellober-
flichenmolekiile, z.B. des TNF-Rezeptors, aktivierend wirkt. Durch C33/CD82 aktivierte
RhoGTPasen konnten fiir die C33/CDS82-Apoptose verantwortlich sein, da z.B. iiber-
exprimiertes Cdc42 selbst Apoptose induziert: Ursache hierfiir ist die direkte Aktivierung
des Jun N-terminale Kinase (JNK)-Signalwegs, die zur Phosphorylierung und damit zur
Inaktivierung von Bcl-2 flihrt (Sundaresan et al., 1996; Thomas et al., 2000). Ein weiterer
Hinweis auf die Vermittlung der C33/CD82-Apoptose durch RhoGTPasen konnte sein, dass
die RhoGTPase Rac eine Komponente des NADPH-Oxidasekomplexes ist, der Super-
oxidanionen generiert (Bishop und Hall, 2000; Knaus et al., 1998; Sundaresan et al., 1996).
Dieser Komplex konnte fiir die Bildung reaktiver Sauerstoffintermediate nach Uber-
expression von C33/CDS82 verantwortlich sein und insbesondere dann Apoptose ausldsen,
wenn der Bel-2-Status der Zelle durch Cdc42 — welches ebenfalls durch C33/CD82 aktiviert
wurde — erniedrigt ist. Inwieweit diese Modellvorstellung zutrifft und RhoGTPasen
tatsdchlich fiir die proapoptotische Wirkung von C33/CDS82 verantwortlich sind, wird
derzeit durch Experimente mit spezifischen Inhibitoren und dominant negativen Proteinen
iiberpriift. Da bereits der Metastasensuppressor NM23 die Aktivitdit von RhoGTPasen
reguliert (Otsuki et al., 2001) und auch die als Metastasensuppressorgen beschriebene
Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase MKK4 durch RhoGTPasen aktiviert wird (Kim et
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al., 2001b), wiirde eine Bestitigung der Beteiligung von RhoGTPasen an der C33/CD82-
Apoptose auf eine allgemeine zentrale Rolle dieser GTPasen bei der Metastasierung deuten.

Inwieweit die Apoptoseinduktion durch C33/CD82 auch in Tumorzellen und unter
tumorartigen Bedingungen erfolgt und damit fiir die Metastasierung relevant sein kann, wird

im folgenden Kapitel diskutiert.

5.4 Die Bedeutung der C33/CD82-Apoptose fiir die Metasta-
sierung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass C33/CD82 nicht nur in allen getesteten Tumorzelllinien
bei Uberexpression Apoptose induziert, sondern sich auch unter hypoxischen Bedingungen,
die im Inneren von Tumoren und Metastasen herrschen und zur Hochregulation von
C33/CD82 fiihren konnten, proapoptotisch verhdlt. Des Weiteren wurde demonstriert, dass
bereits das normale Expressionsniveau von C33/CD82 Zellen gegeniiber bestimmten
proapoptotischen Stimuli sensitiviert. Diese Erkenntnisse und ihre Auswirkungen werden im
Folgenden diskutiert.

Die Uberexpression von C33/CD82 induziert in allen fiinf getesteten Prostata-, Mamma-
und Cervixkarzinom-Zelllinien Apoptose, und zwar unabhingig davon, ob die Zelllinien
endogenes C33/CD82 exprimieren oder nicht (vgl. Abschnitt 4.4.1). Dies bedeutet, dass der
von C33/CD82 ausgehende proapoptotische Signalweg in all diesen Zelllinien intakt ist und
nicht durch antiapoptotische Mutationen, die Tumorzellen hiufig im Verlauf ihrer
Entstehung erwerben (vgl. Abschnitt 1.4.1), inhibiert ist. Mdglicherweise ist dies ein
Hinweis darauf, dass dieser Signalweg flir andere Funktionen in der Zelle essentiell ist.

Die in den Experimenten durch transiente Transfektion bedingte Uberexpression fiihrt zu
einer Expressionsstérke, die prinzipiell auch unter natiirlichen Bedingungen im Organismus
durch Aktivierung der C33/CD82-Expression erreicht werden kdnnte: wie in Abschnitt 1.5.2
dargelegt, kann die Expression von C33/CD82 durch NGF und NFxB, aber auch durch
Hypoxie-aktivierbare Transkriptionsfaktoren wie p53 und NF-IL-6, gesteigert werden. Weil
die starke Expression von C33/CD82 auch unter moderat hypoxischen Bedingungen (1 %
0,) Apoptose induziert — wie in dieser Arbeit durch transiente Transfektion demonstriert
wurde (vgl. Abschnitt 4.4.3) —, konnte dieser Effekt auch zur in vivo beobachteten
Metastasensuppression beitragen: Da im Inneren nicht-vaskularisierter Tumore und

Metastasen bereits in etwa 100 um Distanz zu blutversorgenden Systemen hypoxische
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Verhiltnisse herrschen (Dang und Semenza, 1999; Hanahan und Weinberg, 2000), konnte

es dort zur Aktivierung von p53 und NF-IL-6 kommen. Dies konnte zur transkriptionellen

Moderate Hypoxie

(im Inneren nicht-vaskularisierter Metastasen)

1y

Aktivierung der Transkriptions-
faktoren p53 und NF-IL-6

!

Hochregulation der
C33/CD82-Expression

1y

C33/CD82-Apoptose

!

Wachstumsinhibition von Mikrometastasen,

daher kaum klinisch relevante Metastasen, d.h.

geringes Metastasierungspotential in C33/CD82-positiven Zellen

Abbildung 5.3 Modell der Bedeutung der C33/CD82-Apoptose unter hypoxischen Bedingungen fiir die
Metastasierung

Unter moderat hypoxischen Bedingungen, wie sie im Inneren nicht-vaskularisierter Tumore und Metastasen
herrschen, werden bestimmte Transkriptionsfaktoren hochreguliert, darunter p53 und NF-IL-6 (Graeber et al.,
1996; Yan et al., 1997). Diese konnen wiederum die Expression von C33/CD82 hochregulieren (vgl. Abschnitt
1.5.2), welches, wie in dieser Arbeit demonstriert wurde, bei entsprechender Expressionsstérke unter diesen
moderat hypoxischen Bedingungen Apoptose induziert. Dadurch konnte das Heranwachsen der nicht-
vaskularisierten Mikrometastasen zu klinisch relevanten Metastasen in vielen Fillen unterbunden werden,
sodass C33/CD82-positive Tumore iiber ein geringeres Metastasierungspotential als C33/CD82-negative
verfligen.
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Hochregulation von C33/CD82 und damit zur Induktion von Apoptose fiihren, die das
Heranwachsen von héufig nicht detektierten Mikrometastasen zu detektierbaren klinisch
relevanten Metastasen verhindert. Im Gegensatz dazu ist in Zellen, in denen C33/CDS§2
nicht mehr transkriptionell aktiviert werden kann, die Gefahr der Apoptoseinduktion und
damit der Metastasensuppression deutlich geringer. Diese Modellvorstellung, die in
Abbildung 5.3 illustriert ist, konnte erkldren, warum entweder die Expression von p53 oder
die von C33/CDS82 in so vielen stark-metastasierenden Tumoren und Metastasen herab-
reguliert ist. Vergleichbare Zusammenhénge zwischen Apoptoseinduktions- und Metastasie-
rungspotential wurden bereits von McConkey und Glinsky et al publiziert (Glinsky et al.,
1997; McConkey et al., 1996).

Moglicherweise ist die C33/CD82-Apoptose unter hypoxischen Bedingungen auch deshalb
von besonderer Bedeutung, weil bei derartigen hypoxischen Bedingungen andere proapop-
totische Stimuli nicht mehr aktiv sind, die auf verstarkend wirkende, an der mitochondrialen
Elektronentransportkette generierte reaktive Sauerstoffintermediate angewiesen sind (z.B.
TNF, vgl. Abbildung 4.21 A). Grundlage dieser Hypothese sind Beobachtungen, dass die
Aktivitit der mitochondrialen Elektronentransportkette und damit méglicherweise auch die
dort erfolgende Sauerstoffintermediat-Bildung bereits bei moderat hypoxischen Bedingun-
gen vermindert ist (Chandel et al., 1997; Chandel und Schumacker, 2000; Lahiri, 2000).
C33/CD82 ist im Gegensatz zu diesen Stimuli, wie in Abschnitt 5.2 dargelegt, nicht auf an
der Atmungskette gebildete Sauerstoffintermediate angewiesen und gehort somit zu den
proapoptotischen Stimuli, die auch unter moderat hypoxischen Verhéltnissen (1 % O,) noch
effizient Apoptose induzieren. Vielleicht ist dies auch ein Grund dafiir, dass in vielen
metastasierenden Zellen — alternativ zur Inaktivierung von p53 und C33/CD82 — Radikal-
inaktivierende Enzyme wie Superoxid-Dismutasen verstirkt exprimiert werden (Malafa et
al., 2000), wodurch die Metastasierung nachweislich verstérkt wird (Nonaka et al., 1993).
Ein weiterer wichtiger, in dieser Arbeit demonstrierter Aspekt ist, dass C33/CD82 nicht nur
bei starker Expression Apoptose auslost, sondern auch bei normalem Expressionsniveau
Zellen gegeniiber spezifischen proapoptotischen Stimuli sensitiviert: Es gelang, die
C33/CD82-Expression in CD82-defizienten Prostatakarzinomzellen durch stabile Trans-
fektion wieder herzustellen (vgl. Abbildung 4.12 A und Abbildung 4.16 B). Diese rekonsti-
tuierten Zellen exprimieren vergleichbare C33/CD82-Mengen wie unbehandelte HeLa- oder
MCF-7-Zellen und unterscheiden sich nicht beziiglich ihres Wachstumsverhaltens von der
parentalen PC3-Zelllinie. Allerdings sind sie sensitiver gegeniiber Cycloheximid-induzierter

Apoptose als die C33/CD82-defiziente parentale Zelllinie. Dahingegen zeigen sie keinerlei
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Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitdt gegeniiber anderen proapoptotischen Stimuli wie
TNFa, anti-Fas-Antikorpern, Etoposid, Arsentrioxid, Actinomycin D oder Puromycin (vgl.
Abschnitt 4.4.2). Dieses Verhalten unterscheidet sich damit von der aus der Literatur
bekannten Féhigkeit von Cycloheximid, Zellen gegeniiber proapoptotischen Stimuli wie
H,0,, TRAIL oder auch FasL zu sensitivieren (Fujita et al., 2000; Quirk et al., 1998); denn
im Gegensatz zu dem mit C33/CD82 beobachteten Synergismus werden diese Effekte auch
mit anderen Inhibitoren der Proteinsynthese wie Actinomycin D oder Puromycin erzielt
(Fulda et al., 2000; Van Valen et al., 2000). Mdglicherweise sind fiir den mit C33/CD82
beobachteten Unterschied kleine Unterschiede in der Effizienz oder Art der Wirkung von
Cycloheximid im Vergleich zu den anderen verwendeten Inhibitoren verantwortlich, denn
diese inhibieren die Proteinbiosynthese auf verschiedene Weise: Actinomycin D inhibiert
die Transkription, das Strukturanalog der Aminoacyl-tRNA Puromycin die Elongation bei
der Translation und das Glutarimid-Derivat Cycloheximid verhindert sowohl die Initiation
als auch die Elongation bei der Translation.

Eine andere Erklidrung fiir die spezifische Wirkung von Cycloheximid konnte sein, dass
Cycloheximid im Gegensatz zu Actinomycin D und Puromycin moglicherweise weitere
Effekte in der Zelle ausiibt, die unabhédngig von der Translationsinhibition sind: So
beobachteten Binder et al. eine Herabregulation des Glucose-Transports infolge der
Behandlung mit Cycloheximid, die ihrer Meinung nach unabhingig von der translations-
inhibitorischen Wirkung ist und mehr als diese fiir die Cycloheximid/TNF-induzierte
Apoptose verantwortlich sein konnte (Binder et al., 1997). Inwieweit dieser Effekt
tatsdchlich unabhéngig von der Translationsinhibition ist und wodurch er bedingt ist, ist
nicht bekannt. Untersuchungen, ob die normale Expression von C33/CD82 Zellen
gegeniiber weiteren proapoptotischen Stimuli sensitiviert, kdnnten Aufschluss dariiber
geben, welches die Ursache des mit Cycloheximid beobachteten Synergismus’ ist und
moglicherweise zur Identifikation von u.U. therapeutisch nutzbaren Substanzen oder
Proteinen fiihren.

Der mit Cycloheximid beobachtete Synergismus, so er denn durch eine Inhibition der
Translation oder durch Beeinflussung der Glucose-Aufnahme bedingt ist, kdnnte das
Aquivalent einer auch in vivo eintretenden Situation sein: In Zellen, die im Verlauf der
Metastasierung in eine ihnen ,fremde“ Umgebung gelangen, der die fiir sie typische
Kombination an Uberlebenssignalen und Wachstumsfaktoren fehlt, wird — analog zur

Behandlung mit Cycloheximid — der Zellstoffwechsel vermindert. Dies ist insbesondere im
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Verstarkung der C33/CD82-Expression

durch NGF, p53, NF-IL-6, ...

Starke der C33/CD82-Expression

Keine Sensitivierung Dominante
Apoptose- fiir Apoptose Apoptose-
induktion durch 2. Stimulus induktion

Metastasierungspotential

(bedingt durch Apoptose, Motilitdt, EGF-Rezeptor

Abbildung 5.4 Modell der proapoptotischen Aktivitit von C33/CD82 (Modell)

Die Expression von C33/CD82 kann durch die Transkriptionsfaktoren p53 und NF-IL-6 gesteigert werden; der
Nerven-Wachstumsfaktor NGF kann sogar die Re-Expression von C33/CD82 in C33/CD82-defizienten Zellen
einleiten. Erreicht dadurch die Expression von C33/CD82 ein bestimmtes Niveau — etwa das, das in stabil
transfizierten Zelllinien erreicht wird und dem entspricht, das Zellen exprimieren, in denen die C33/CD82-Ex-
pression nicht herabreguliert ist — sensitiviert C33/CD82 gegeniiber spezifischen proapoptotischen Stimuli (z.B.
Cycloheximid). Bei noch stirkerer Expression, die dem Niveau der Uberexpression nach transienter Trans-
fektion entspricht, induziert C33/CD82 dominant Apoptose. C33/CD82 kann also nicht nur, wie bislang ange-
nommen, durch Beeinflussung der Zellmotilitit und der EGF-Signaltransduktion zu Metastasensuppression
beitragen, sondern auch — wie in dieser Arbeit gezeigt — durch Sensitivierung fiir und Induktion von Apoptose.

Inneren nicht-vaskularisierter Metastasen der Fall, wo die Zellen nicht nur von diffun-

dierenden Wachstumsfaktoren, sondern auch von Néhrstoffen abgeschieden sind. Infolge

119



5 Diskussion

dessen konnte es in C33/CD82-positiven Zellen moglicherweise auch in vivo — bei normaler
Expression des Proteins — zur Induktion von Apoptose kommen. Dies wire eine weitere
Erkldrung dafiir, warum sich die Inaktivierung von C33/CD82 fiir die Metastasierung als
vorteilhaft erweist.

Nach den Erkenntnissen dieser Arbeit kann also die Induktion der Apoptose, wie in
Abbildung 5.4 dargestellt, prinzipiell auf zwei verschiedene Weisen erfolgen: einerseits
ausgelost durch ein hohes Expressionsniveau von C33/CDS82, das z.B. unter hypoxischen
Bedingungen durch transkriptionelle Aktivierung erzielt werden konnte, und andererseits
durch einen zweiten Stimulus, der wie Cycloheximid die Apoptoseinduktion in den durch
Expression normaler Mengen C33/CDS2 sensitivierten Zellen auslost.

Diese Ergebnisse sind eine weitere Rechtfertigung fiir die Klassifizierung von C33/CDS82
als negativer prognostischer Faktor. Vielleicht konnen sie aber auch als Anregung dafiir
dienen, neue Tumortherapien zu entwickeln, bei denen beispielsweise — wie von Sigala et al.
(1999) beschrieben — durch Faktoren wie NGF die Re-Expression von C33/CD82 eingeleitet
wird. Auch wenn diese Re-Expression nicht das Niveau erreicht, das dominant Apoptose
induziert, konnte sie doch die Tumorzellen fiir Apoptose sensitivieren und zusammen mit

einem zweiten endogenen oder applizierten Stimulus durch Apoptose eliminieren.
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Die Apoptose ist ein genetisch codiertes Suizidprogramm, das es jeder eukaryontischen
Zelle erlaubt, auf bestimmte endogene oder dullere Signale mit einem kontrollierten
Degradations- und Absterbeprozess zu reagieren. Auf diese Weise werden dem Organismus
iiberzéhlige oder geschidigte Zellen entzogen, ein Prozess, der z.B. bei Krankheiten wie
Krebs zumindest partiell ausser Kraft gesetzt ist.

Um neue Einblicke in das erst in Teilen aufgedeckte Netzwerk Apoptose-induzierender
Gene zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Expressions-Screeningverfahren zur
Identifikation neuer proapoptotischer Gene eingesetzt. Mit diesem Verfahren, das auf der
Féhigkeit der Gene dominant Apoptose zu induzieren basiert, wurden mehr als 50 neue
Apoptose-induzierende Gene isoliert, von denen einige Ursache bestimmter Krankheiten
sein konnten. Aus diesen wurde das Metastasensuppressorgen C33/CDS82 fiir weitere
Untersuchungen ausgewihlt, da seine Expression in zahlreichen stark metastasierenden
Tumoren herabreguliert ist und es bislang nicht als proapoptotisch beschrieben wurde,
obwohl es eines der bislang bestcharakterisiertesten Metastasensuppressorgene ist und die
Apoptose ein kritischer Faktor bei der Metastasierung ist.

C33/CD82-Apoptose erfolgt durch Aktivierung der Mitochondrien. Dadurch kommt es zum
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und zur Freisetzung proapopto-
tischer Faktoren in das Cytoplasma, wo diese Caspasen aktivieren, sodass es zur
Auspriagung charakteristischer Merkmale der Apoptose kommt: neben morphologischen
Verdnderungen, wie der Ausbildung apoptotischer Korperchen, wird Phosphatidylserin
exponiert und die DNA und bestimmte Proteine werden degradiert. Ausgelost wird die
C33/CD82-Apoptose durch Superoxidanionen, die anders als bei Standard-Apoptosewegen
nicht an der mitochondrialen Elektronentransportkette gebildet werden.

Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit demonstriert, dass auch einige andere Mitglieder der
Tetraspanin-Superfamilie, der C33/CD82 angehort, Apoptose induzieren: hierzu zdhlen
CD9, CD37, CD81 und CD151 und in geringerem Umfang auch CD53 und CD63. Mit
Hilfe trunkierter Mutanten wurde der fiir die Apoptoseinduktion verantwortliche Bereich auf
die ersten 119 Aminoséduren von C33/CDS2 eingegrenzt.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ist die C33/CD82-Apoptose eine wesentliche neue
Eigenschaft des Proteins: Sie konnte neben der Beeinflussung der Zellmotilitit, die durch E-

Cadherin und Integrine vermittelt wird, mit denen C33/CD82 interagiert, und der
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Internalisierung des EGF-Rezeptors, die durch C33/CDS82 beschleunigt wird, zur Wirkung
des Proteins als Metastasensuppressor beitragen.

Die Uberexpression von C33/CD82 induziert nicht nur Apoptose in allen getesteten
Tumorzelllinien, sondern auch unter hypoxischen Bedingungen. /n vivo sind derartige
Bedingungen im Inneren nicht vaskularisierter Tumore und Metastasen zu finden. Dort
konnten sie, bedingt durch die Hypoxie-aktivierbaren Transkriptionsfaktoren p53 und
NF-IL-6, zu einer Verstirkung der C33/CD82-Expression fiihren. Die Vermeidung von
Hypoxie-induzierter C33/CD82-Apoptose konnte ein Grund dafiir sein, dass die Expression
von C33/CD82 in vielen untersuchten stark metastasierenden Tumoren herabreguliert ist.
Eine Besonderheit von C33/CD82 ist, dass nicht nur seine Uberexpression dominant
Apoptose induziert, sondern dass bereits das normale Expressionsniveau Zellen fiir
wenigstens einen spezifischen proapoptotischen Stimulus sensitiviert. Im Fall dieser Arbeit
war dies Cycloheximid, welches stellvertretend fiir weitere applizierbare und moglicher-
weise therapeutisch verwendbare Stimuli stehen konnte. Vielleicht existiert auch ein
Cycloheximid entsprechender endogener Stimulus, der wie Cycloheximid ausschlieBlich in
C33/CD82-positiven Zellen Apoptose ausldst.

Die in dieser Arbeit entdeckten Féhigkeiten von C33/CDS82, dominant Apoptose zu
induzieren und Zellen fiir Apoptoseinduktion zu sensitivieren, sind neue Eigenschaften des
Metastasensuppressors C33/CD82, die zu der in vivo beobachteten, in der Literatur vielfach

beschriebenen Metastasensuppression beitragen konnen.
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