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1 Abkirzungen und Definitionen

Abb
Ac-DEVD-CHO
Ac-YVAD-CHO
Act D

AIDS

AIZT
Ak
ALPS

anti-APO-1
APZ

As

ATP
BH-1,2

bp

C. elegans
cAMP
CAP
Caspasen
CD95zT
CD
CD-95A

cDNA
CHX
Ci

DD
ddH20
DISC
DMEM
DMSO
DNA
DNAse
dNTP
DTT

E. coli

Abbildung

Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Aldehyd

Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Aldehyd

Actinomycin D

erworbene Immunschwache als Folge der HIV-1-Infektion (,aquired
immunodeficiency syndrome®)

aktivierungsinduzierter Zelltod

Antikérper

menschliche Erkrankung analog dem /pr-Syndrom bei der Maus (,autoimmune
lymphoproliferative syndrome®)

monoklonaler Antikérper gegen APO-1 (IgG3-Subtyp)

Antigen présentierende Zellen

Aminosauren

Adenosintriphosphpat

,Bcl-2-homology domain 1,2“

Basenpaare

Caenorhabditits elegans

zyklisches Adenosinmonophosphat

,Cytotoxicity-dependent APO-1-associated Protein”
Cysteinproteasen; ehemals ICE-ahnliche Proteasen

CD95 zytoplasmatischer Teil

"Cluster of Differentiation"-Nomenklatur fir Antigene

mit einer deletierten Version des CD95 Rezeptors transfiziert. Dem Konstrukt
fehlten die letzten 57 C-terminalen Aminoséuren

komplementare DNA

Cycloheximid

Curie

Todesdomane (,Death Domain®)

doppelt destilliertes Wasser

Tod-induzierender Signalkomplex (,Death-Inducing Signaling Complex*)
Dulbecco's modified Eagle's medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonuklease

Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Escherichia coli
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EBV
EDTA
Fab
FADD

FAF1
FAP-1
FKS
FLICE
g

av
Gu-HCI
HCP
HEPES
HIV
ICE
lgG, IgM
IGK

IP
IPTG
kDa

lpr
Iprc9
mAKk
MALDI
MHC
MORT1

mRNA
MTT
Nano-ES-MS/MS
NF-«xB
NP-40
oD
PAA
PAGE
PARP
PCR
PHA

Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraessigséure

Antigen bindendes Fragment des Antikdrpers
mit APO-1 assoziiertes Molekdl; identisch mit MORT1/CAP 1,2 (,Fas-associated
death domain protein®)

.Fas-associated protein factor*
.Fas-associated phosphatase”

fotales Kélberserum

,FADD-like ICE"

Erdbeschleunigung

Gewicht zu Volumen

Guanidinhydrochlorid

»hemapoetic cell protein tyrosine phosphatase”
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2'-ethansulfonsaure
»human immunodeficiency virus*

IL-1B konvertierendes Enzym

Immunglobuline vom Subtyp G bzw. M
in-Gel-Kinase

Immunprazipitation

Isopropyl-thiogalactosid

Kilodalton

.lymphoproliferation”

lymphoproliferation complementing gld

monoklonaler Antikérper

.-matrix-assisted laser-desorption mass spectrometry*
Haupthistokompatibilitditskomplex (major histocompatibility complex)
mit APO-1 assoziiertes Molekdl; identisch mit FADD/CAP 1,2 (,mediator of
receptor-induced toxicity®)

Boten ("messenger")-Ribonukleinséure
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-Bromid
Nano-Elektrospray-Tandem-Massenspektrometrie

Kernfaktor kB (nuclear factor)

Nonidet P-40 (Nonylphenylpolyethylenglykol)

optische Dichte

Polyacrylamid

Polyacrylamidgelelektrophorese

Poly(ADP-Ribose)Polymerase

Polymerase-Kettenreaktion

Phytohemagglutinin
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PMA
PMSF
PTPase
PZT

RelP

RIP

S

SDS
Serpin
snRP U1-70kDA
T

TEMED
TNF (-R)
TRADD
TRAF

Tris

TZR

u

v/v

Y
zDEVD-fmk
zIETD-fmk
zVAD-fmk
A

Fir die Bezeichnung von Aminosauren werden die Ublichen Ein- oder Drei-Buchstabensymbole

verwendet.

Der Probenpuffer fur die SDS-PAGE von Proteinen ist ein reduzierender Probenpuffer, sofern nicht

Phorbolester (Phorbol 12-Myristyl 13-Acetat)
Phenylmethylsulfonylfluorid
Proteintyrosinphosphatase

programmierter Zelltod
Reimmunpréazipitation

~receptor interacting protein®

Serin

Natriumdodecylsulfat
Serin-Protease-Inhibitor

small ribonuclear protein U1-70 kDa
Threonin
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Tumor Nekrose Faktor (-Rezeptor)
»TNF-receptor associated death domain protein®
»TNF-receptor associated factor*
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
T-Zellrezeptor

Einheit der Enzymaktivitat (unit)

Volumen zu Volumen

Tyrosin

Benzoxycarbonyl-Asp-Glu-Val-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethylketon
Benzoxycarbonyl-lle-Glu-Thr-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethylketon
Benzoxycarbonyl-Val-Ala-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethlyketon

Deletion

anders angegeben.
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2 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten ist die Bedeutung der Apoptose (programmierter Zelltod) fir den
multizellularen Organismus erkannt worden. Bereits in der Embryonalentwicklung und spéater im
ausgewachsenen Kérper - dort, in der Homdostase der Gewebe und im Immunsystem - ist die
Apoptose essentiell. Ein Apoptosesignal kann Uber Rezeptoren in die Zielzelle Gbermittelt werden.
Einer dieser Rezeptoren ist CD95 (APO-1/Fas).

Zu Beginn dieser Arbeit war der Signalweg des CD95-Rezeptors noch wenig erforscht. Der damalige
Kenntnisstand beschrénkte sich auf die Notwendigkeit der Rezeptoroligomerisierung flr die
Signaltransduktion und die Entdeckung der entscheidenden signaliibermittelnden Doméne im
intrazellularen Teil von CD95, die Todesdoméane (,Death Domain“, DD). Welche Molekiile an CD95
binden und das Apoptosesignal weiterleiten wiirden, war unbekannt. In dieser Arbeit wurden mit einem
biochemischen Ansatz drei Molekiile (FADD, Caspase-8 und CAP3) gefunden und charakterisiert, die
an den stimulierten CD95-Rezeptor binden und das Apoptosesignal in die Zelle weiterleiten. Sie
wurden anfangs als CAPs (fiir ,Cytotoxicity-dependent APO-1-associated Proteins*) bezeichnet, und
der oligomerisierte Rezeptor mit den assoziierten CAPs erhielt den Namen DISC (fir ,Death-Inducing
Signaling Complex®). Insgesamt wurden sechs CAPs identifiziert. CAP1 und 2 konnten als ein Molekil
mit Namen FADD/MORT1, das von zwei Gruppen fast zeitgleich publiziert wurde, charakterisiert
werden (Chinnaiyan et al., 1995; Boldin et al., 1995). Der Einfachheit halber wird hier von FADD
gesprochen. CAP1 und 2 entstehen durch unterschiedliche Serinphosphorylierung von FADD. Erste
Hinweise auf eine Proteinkinase, die FADD phosphoryliert, konnten in dieser Doktorarbeit etabliert
werden. Es handelt sich um ein ca. 70 kD groBes Protein, das eine Autophosphorylierungsaktivitat
besitzt. Die Funktion dieser Phosphorylierung ist noch unbekannt. FADD besitzt eine Doméne am C-
Terminus die homolog zur DD des CD95-Rezeptors ist. Uber diese DD bindet FADD an die CD95-DD.
Der N-Terminus ist alleine in der Lage bei Uberexpression Apoptose auszuldsen und wurde daher als
Todeseffektordoméne (,Death Effector Domains“, DEDs) bezeichnet. Diese Arbeit zeigt, daB die
Hauptaufgabe von FADD wahrscheinlich eine Adapterfunktion ist, denn FADD ermdglicht den anderen
CAPs, an den Rezeptor zu binden.

Die Sequenzierung von CAP3 und 4 ergab, daB CAP4 eine unbekannte Cysteinprotease mit
Homologie zur ICE-Protease (,Interleukin-13-Converting Enzyme*) ist und CAP3 zumindestens im N-
terminalen Bereich identisch mit CAP4 zu sein scheint. CAP4 wurde kloniert und in unserer
Veréffentlichung FLICE (fur ,FADD-like ICE") genannt. Es stellte sich ndmlich heraus, daB der N-
Terminus von FLICE homolog zu der DED von FADD ist. FLICE besitzt jedoch zwei DEDs. CAPS3 ist
noch nicht kloniert, aber die sequenzierten Peptide von CAP3 sind identisch mit den Peptiden der
DEDs von FLICE, so daB CAP3 wahrscheinlich ebenfalls zwei DEDs besitzt. Zwei andere
Arbeitsgruppen publizierten im gleichen Zeitraum dieselbe Cysteinprotease und bezeichneten sie als
MACH bzw. Mch5. Dieses Molekil (CAP4/FLICE/MACH/Mch-5) ist Mitglied einer neuen Familie von
Cysteinproteasen, die 1996 eine neue Nomenklatur erhielt. Fiir CAP4/FLICE/MACH/Mch-5 wurde
daraufhin der Name Caspase-8 eingefiihrt. Die Charakterisierung von CAP5 und 6 fuhrte zur
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Erkenntnis, daB sie die N-terminalen Prodoméanen der Caspase-8 sind und damit ebenfalls zwei DEDs
besitzen. In dieser Arbeit wurde zusatzlich der Mechanismus der Caspase-8-Aktivierung untersucht.
Caspase-8 bindet tber die DEDs an FADD und bildet damit den CD95-DISC. Die CAP3-Assoziation
verlauft wahrscheinlich Gber den gleichen Mechanismus. Nach Assoziation wird Caspase-8 als
Zymogen gespalten und damit aktiviert. Es entstehen dabei sowohl die Prodoménen CAP5 und CAP6
als auch das aktive Enzym mit den Untereinheiten p10 und p18. Die aktiven Untereinheiten werden
durch Spaltung nach den Aspartatresten an Position 216 (nicht ganz gesichert), 374 und 398 gebildet.
Die Aktivierung bendtigt den DISC. Wahrend der Prozessierung von Caspase-8 bleiben die Mengen
an FADD und CAP3 im DISC konstant.

Die chromosomale Lokalisierung der Mensch- und Maus-Caspase-8-Gene durch Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung ergab, daB das Gen auf Chromosom 2g33-g34 beim Menschen und auf Chromosom 1
in der Region 1B-proximalC bei der Maus lokalisiert ist. Es gibt keinen Hinweis auf Pseudogene. Die
Lokalisierung erweitert den bekannten syntenen Bereich zwischen humanem Chromosom 2g33-34

und dem Chromosom 1 im Gebiet 1B-proximalC bei der Maus.

Die Regulation des CD95-Signalweges wurde an aktivierten peripheren T-Lymphozyten untersucht. In
T-Zellen, die resistent gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose sind, fehlt Caspase-8 im DISC, wéhrend
in den gegeniber CD95-induzierten Zelltod sensitiven T-Zellen Caspase-8 zu finden ist. Der DISC aus
den resistenten T-Zellen kann auch im Gegensatz zum DISC aus den sensitiven T-Zellen nicht
Caspase-8 aktivieren, obwohl das Molekil exprimiert wird. Damit scheint der CD95-Signalweg in
diesen Zellen bereits auf der Ebene des CD95-DISC reguliert zu werden. Der Grund fiir diese

Inhibition der Caspase-8-Assoziation in den resistenten T-Lymphozyten ist noch ungelést.

In dieser Arbeit wurden zusétzlich weitere mdgliche Signalmolekule identifiziert (Cahill et al., 1996). Es
handelt sich um die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs), insbesondere um einige c-Jun N-
terminale Kinasen/StreB-aktivierte Proteinkinasen (JNK/SAPKs). Sie werden spezifisch im CD95-
Signalweg aktiviert. Ihre Induktion lieB sich durch die Caspaseninhibitoren Benzoxycarbonyl-Val-Ala-
Asp-(O-Methyl)-Fluoromethlyketon (zVAD-fmk) und CrmA, ein Protein aus dem Kuhpockenvirus,
inhibieren. Dies deutet darauf hin, daB die MAPKSs, deren Funktion noch weithin ungeklart ist, durch

Caspasen aktiviert werden.

Die Bindung von FADD, Caspase-8 und CAP3 an den CD95-Rezeptor stellt den ersten Schritt im
CD95-Signalweg dar. Durch die einsetzende Prozessierung von Caspase-8 wird das Apoptosesignal
weitergeleitet. Dieser Mechanismus scheint fir den Signalweg essentiell zu sein, denn die Inhibition
der Caspase-8-Spaltung sowohl in den resistenten T-Lymphozyten als auch durch den Peptidinhibitor
Benzoxycarbonyl-Val-Ala-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethlyketon (zVAD-fmk) ermdglicht es den Zellen,
das Todesprogramm zu blockieren.
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3 Einleitung

3.1 Mechanismen des Zelltods

Mitte des vergangenen Jahrhunderts wurde der Aufbau eines Organismus aus Zellen entdeckt. Bald
danach setzte sich die Erkenntnis durch, daB der Zelltod ein wichtiger Bestandteil der tierischen
Entwicklung ist (Clarke und Clarke, 1996 (Review)). Zuerst wurde der Zelltod wéahrend der
Metamorphose von Amphibien beobachtet (Vogt, 1842). Danach wurde er auch in vielen sich im
Wachstum befindlichen Geweben von Vertebraten und Invertebraten entdeckt (Glucksmann, 1951
(Review); Clarke und Clarke, 1996 (Review)). Die Bezeichnung ,programmierter Zelltod* (PZT) wurde
anfénglich zur Beschreibung des Zelltodes, der zu einer bestimmten Zeit an einem bestimmten Ort
eintritt, verwendet und sollte hervorheben, daB der Tod im Entwicklungsplan eines Organismus
vorprogrammiert ist (Locksin und Williams, 1964). Doch schon damals waren einige Beispiele fir die
Verhinderung von Zelltod durch Substanzen, die von anderen Geweben stammten, bekannt und
zeigten auf, daB der Tod nicht unausweichlich war und offensichtlich durch Signale von anderen Zellen

unterdriickt werden konnte (Saunders, 1966 (Review)).

In einer richtungsweisenden Veroffentlichung verwendeten die Wissenschaftler Kerr, Wyllie und Currie
(1972) morphologische Kennzeichen, um den Zelltod genauer zu differenzieren. Sie unterschieden den
physiologischen Zelltod vom pathologischen Zelltod, der im Innern von akuten Verletzungen, wie z. B.
Trauma oder Ischdmie, vorkommt. Bei der pathologischen Form tendieren die Zellen und deren
Organelle dazu, anzuschwellen und schlieBlich zu bersten. Diese Art des Zelltodes wurde Nekrose
genannt. In der Regel flhrt der Verlust des Zellinhalts in die Umgebung zu einer Entziindungsreaktion.
Wenn Zellen wahrend der normalen Entwicklung, der Gewebehomdostase oder am Rand einer akuten
Verletzung sterben, schrumpfen und verdichten sie sich gewdhnlich. Die Organelle und die
Plasmamembran behalten dabei ihre Integritat. Dieser physiologische Zelltod wurde von Kerr et al.
Apoptose genannt. Die toten Zellen und ihre Fragmente werden schnell durch Nachbarzellen oder
Makrophagen aufgenommen (phagozytiert). Dies geschieht, bevor der Zellinhalt nach auBen gelangt,
so dafB es nicht zu einer Entziindungsreaktion kommt. Da der apoptotische Zelltod in verschiedenen
Geweben und unterschiedlichen Tieren meist ahnlich aussieht, vertraten Kerr et al. die Auffassung,
daB alle Arten der Apoptose ein aktives, intrazelluldres Todesprogramm, das durch eine Reihe von

physiologischen und pathologischen Stimuli aktiviert oder inhibiert werden kann, besitzen.

Erst 20 Jahre spéter wurde allgemein akzeptiert, daB tierische Zellen ein eingebautes Todes- oder
Selbstmordprogramm haben. Hierfir ausschlaggebend waren die genetischen Studien im Nematoden
Caenorhabditis elegans, die zur Identifizierung von Genen fiihrten, die fir das Todesprogramm und
dessen Kontrolle wichtig waren (Horvitz et al., 1982; Ellis und Horvitz, 1986), und die spétere
Entdeckung von homologen Genen in Saugetieren (Yuan et al., 1993; Hengartner und Horvitz, 1994).
Wiéhrend der Entwicklung von C. elegans sterben 131 von 1090 somatischen Zellen (Sulston et al.,
1983). Es lieBen sich drei Gene (ced-3, ced-4 und ced-9) identifizieren, die eine wichtige Aufgabe in

der Ausflhrung und Regulation der Apoptose im Wurm besaBen (Horvitz et al., 1994). Das



3 Einleitung 7

Genprodukt von ced-9 (CED-9) schitzt die Zellen vor Zelltod, wahrend die von ced-3 und ced-4
kodierten Proteine (CED-3 und CED-4) essentiell fir die Exekution des Apoptoseprogramms sind
(Horvitz et al., 1994; Hengartner et al., 1992; Hengartner und Horvitz, 1994). Spater wurden fiir CED-9
homologe Proteine (Bcl-2 und Bcl-x,) in Saugetieren gefunden (Hengartner et al., 1992; Hengartner
und Horvitz, 1994). Bcl-2 konnte sogar teilweise CED-9 im Nematoden funktionell ersetzen (Vaux et
al., 1992b; Yuan et al., 1993). Das erste beschriebene homologe Saugetierprotein zu CED-3 war das
Interleukin-1B-konvertierende Enzym (ICE) (Yuan et al., 1993; Miura et al., 1993). Die funktionelle
Konservierung ging hier so weit, daB das menschliche ICE-Protein den durch Mutation von ced-3
ausgeldsten Apoptosedefekt in C. elegans ausgleichen konnte (Yuan et al., 1993). Erst vor kurzem ist
ein homologes Protein zu CED-4 in Saugetieren kloniert worden (Zou et al., 1997). Dieses Protein
Apaf-1 kann zusammen mit ATP, Cytochrom C und einem noch unbekannten Faktor ein ICE-
ahnliches Protein (Caspase-3) in einem zellfreien System aktivieren. Als die Definition des
eingebauten Selbstmordprogramms (Apoptose) allgemein anerkannt wurde, bekam der Begriff
Jorogrammierter Zelltod“ (PZT) eine etwas andere Bedeutung. Heute wird damit jeder Zelltod
bezeichnet, der durch ein intrazelluldres Todesprogramm vermittelt wird. Dabei spielt es keine Rolle,
welcher Stimulus den PZT auslést und ob alle charakteristischen Merkmale der Apoptose zu erkennen
sind. Es ist wahrscheinlich, daB der normale Zelltod in sich entwickelnden oder ausgewachsenen
Tieren wie auch in vielen pathologischen Féllen dieses in der Evolution konservierte Todesprogramm
benutzt.

Als Charakteristika der Apoptose gelten heutzutage die Kondensation des Chromatins, die
Fragmentierung des Zellkerns, die Ausbildung von blédschenférmigen Ausstilpungen an der
Zelloberflache (Zeiose), die die Vorstufe der sogenannten apoptotischen Kdrperchen bilden, und die
Phagozytose der apoptosischen Zelle. Uber die Beteiligung des Zytoskeletts an den morphologischen
Veranderungen der Zelle im Verlauf der Apoptose ist wenig bekannt. Einige Gruppen berichteten (ber
die proteolytische Spaltung von Kernlamin A und B oder Fodrin (lymphozytdres Spektrin) in
verschiedenen Zellinien (Oberhammer et al., 1994; Neamati et al., 1995; Martin et al., 1995b). Diese
Vorgénge kénnten an den Ver&nderungen der Zellstruktur und der Chromatinkondensation beteiligt
sein. Die Degradation der zellularen DNA scheint in zwei Stufen zu verlaufen. Uber die Bildung von
DNA-Fragmenten der GréBen von 50, 150 und 300 kb zu einem friiheren Zeitpunkt haben Watanabe
et al. (1995) und Oberhammer et al. (1993) berichtet. Im weiteren Verlauf des PZT kommt es dann zur
internukleosomalen Degradation der DNA (Earnshaw, 1995; Wyllie, 1980; Oberhammer et al., 1993).
Eine Endonuklease zerschneidet die chromosomale DNA zwischen den Nukleosomen, wodurch DNA-
Fragmente mit einer GréBe von 180 Basenpaaren und ganzzahligen Vielfachen entstehen (Cohen und
Duke, 1984; Arends et al., 1990; Giannakis et al., 1991) und im Agarosegel die fir den apoptotischen
Zelltod charakteristische "DNA-Leiter" bilden. Apoptotische Zellen und Kérperchen werden aufgrund
von Veranderungen der Zellmembran von Makrophagen spezifisch erkannt, phagozytiert und abgebaut
(Duvall et al., 1985; Savill et al., 1989, 1990; Fadok et al., 1992). Dies ist eine Folge der Zerstérung der
Membranasymmetrie (Savill et al., 1990) und des Auftauchens von Phosphatidylserin an der
Zelloberflache. Dieses Molekiil, welches in der Regel an der Innenseite der Plasmamembran zu finden
ist, dient als Erkennungssignal fir Makrophagen (Fadok et al., 1992; Martin et al., 1995c).



3 Einleitung 8

Zu den Agentien, die Apoptose auslésen kdnnen, gehdren Glukokortikoide, Zytokine (z.B.
Tumornekrosefaktor), Pharmaka (z. B. Zytostatika) und Antikdrper (Lennon et al., 1991; Krammer et
al., 1994; Larrick und Wright, 1990). Auch Hitze und Rdntgenstrahlung kénnen Apoptose induzieren
(Kerr et al., 1972; Arends und Wyllie, 1991).

3.2 Die Todesrezeptoren

Eine groBe Anzahl Stimuli kann Apoptose auslésen. Aber erst durch die Entdeckung von Rezeptoren,
die Apoptose induzieren kénnen, wurde es offensichtlich, daB bestimmte Substanzen nicht nur durch
ihre hohe Toxizitdt Zellen tdten, sondern durch spezielle zelleigene Apoptose-induzierende
Mechanismen. Es zeigte sich, daB eine Reihe von Rezeptoren existieren, die neben der Induktion von
Apoptose auch noch andere Funktionen haben. Zu diesen Rezeptoren gehéren der T-Zell-Rezeptor
(TZR)/CD3-Komplex (Smith et al., 1989; Newell et al., 1990; Takahashi et al., 1989), der B-Zell-
Rezeptor (Ales-Martinez et al., 1992), CD2 (Merkenschlager und Fisher 1991), CD4 (Wadsworth et al.
1990) und das Mausantigen Thy-1 (Ucker et al. 1989). In der Zwischenzeit zeichnete sich ab, daB die
meisten Apoptose-ausldésenden Rezeptoren zu einer Familie von Rezeptoren gehdren, die strukturell
mit den Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptoren verwandt sind (Abb. 3.1). Diese Rezeptor-
Superfamilie ist durch cysteinreiche extrazellulare Domé&nen mit zwei bis finf Kopien charakterisiert.
Die Familienmitglieder sind in Tabelle 3.1 zusammengefaBt. lhre Funktion reicht von der Induktion von
Proliferation Uber Differenzierung bis hin zur Induktion von Apoptose, wobei die Aufgabe eines
Rezeptors aber nicht immer klar definiert ist, sondern zum Teil von zusatzlichen (kostimulatorischen)
Signalen oder vom Zelltyp abhangt. So spielt z. B. der CD40-Rezeptor eine wichtige Rolle in der
Zusammenarbeit der T- und B-Zellen wahrend einer Immunantwort. Seine Aufgabe reicht von der
anfanglichen Aktivierung, Proliferation, Differenzierung und dem Isotyp-“Switch* von B-Zellen bis zur
Herunterregulierung der B-Zellfunktion nach einer Immunantwort. Ebenso scheint der Rezeptor auch
die Funktion von T-Helferzellen (Th) zu modulieren (Lipsky et al., 1997). Dabei wirkt der Rezeptor anti-
apoptotisch. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, daB der gleiche Rezeptor, auf transformierten
Zellen exprimiert, Zelltod auslésen kann (Hess und Engelmann, 1996; Bergamo et al., 1997).
Interessanterweise ist von den meisten TNF-R-Familienmitgliedern eine Apoptose-induzierende
Aktivitat berichtet worden (Tabelle 3.1). Innerhalb dieser Superfamilie scheint aber eine Unterfamilie zu
existieren, deren Hauptfunktion in der Vermittlung des Todessignals besteht. Im intrazellularen Bereich
dieser ,Todesrezeptoren” befindet sich eine Domaéne, die ,Todesdoméane® genannt wird (s. Kapitel
3.5.2), welche das Apoptosesignal in die Zielzelle Ubermittelt. Zur Familie der Todesrezeptoren
gehéren CD95, TNF-RI, DR3, DR4 und DR5 (Abb. 3.1). Ein zusatzlicher Rezeptor (DcR1) sollte
ebenfalls zu dieser Familie gez&hlt werden. Er besitzt keinen intrazelluldren Bereich und damit keine
Todesdomane, aber die extrazellulare Homologie von DcR1 zu DR4 und DRS5 ist groB (Sheridan et al.,
1997; Pan et al., 1997a). AuBBerdem wurde gezeigt, daB DcR1 den gleichen Signalbotenstoff binden
kann wie DR4 und DR5 (s. Kapitel 3.3). Da dieser Rezeptor (DcR1) keine Apoptose auslésen kann,
scheint er das Todessignal kompetitiv zu blockieren. Dies ist ein Beispiel von Signalregulation auf der
Rezeptorebene. Fir einige andere Mitglieder der TNF-R-Superfamilie sind I8sliche Formen der
Rezeptoren berichtet worden (z. B. CD95, TNF-RI und TNF-RII), die durch proteolytische Spaltung der
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membranstandigen Rezeptoren entstehen (Cheng et al.,, 1994; Smith et al., 1994). Diese I6slichen

Formen kdnnen die apoptotischen Signalbotenstoffe abfangen und somit auch inhibierend wirken.

Rezeptor Referenz Apoptose-
induzierende
Aktivitat
CD95 (APO-1/Fas) Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992 +
DR4/TRAIL-RI Pan et al., 1997b +
DR5/TRAIL-RII/TRICK2 Walczak et al., 1997; Sheridan et al., +
1997; Pan et al., 1997a; Screaton et al.,
1997a
DcR1/TRID Sheridan et al., 1997; Pan et al., 1997a n.b.
DR3/wsl-1/APO-3/TRAMP/LARD/AIR Chinnaiyan et al., 1996a; Kitson et al., +
1996; Marsters et al., 1996b; Bodmer et
al., 1997; Screaton et al., 1997b; Degli-
Esposti et al., 1997
TNF-Rezeptor | (TNF-RI)/CD120a Loetscher et al., 1990; Schall et al., +
1990; Smith et al., 1990
TNF-Rezeptor Il (TNF-RII)/CD120b Dembic et al., 1990 +
LymphotoxinB-Rezeptor (LTB-R) Baens et al., 1993; Crowe et al., 1994;  +
Nakamura et al., 1995
CD40 Stamenkovic et al., 1989 +
CD30 Durkop et al., 1992 +
CcDh27 Camerini et al., 1991 +
GITR Nocentini et al., 1997 n.b.
4-1BB Kwon und Weissman, 1989 n.b.
HVEM/ATAR/TR2 Montgomery et al., 1995; Hsu et al., n.b.
1997a; Kwon et al., 1997
OX-40 Mallett et al., 1990 n.b
niedrigaffine NGF ("nerve growth Johnson et al., 1986 +

factor")-Rezeptor

Tabelle 3.1: Die Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie

(Fortsetzung Tabelle 3.1)

Aufgelistet sind die Familienmitglieder und deren Referenzen. Soweit von einer Apoptose-induzierenden Aktivitat
der Rezeptoren berichtet wurde, ist dies mit einem (+) gekennzeichnet. Kein Beweis flr solch eine Aktivitat ist
mit (n.b.) = ,nicht berichtet* angegeben.

3.2.1 Der CD95 (APO-1/Fas)-Rezeptor
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Der Apoptose-auslésende, monoklonale Antikérper (mAk) anti-APO-1 wurde nach Immunisierung
einer Maus mit der Epstein-Barr-Virus (EBV)-transformierten B-lymphoblastoiden Zellinie SKW6.4
isoliert und charakterisiert (Trauth et al., 1989). Der anti-APO-1-Antikérper erkennt ein
Oberflachenmolekdl, welches APO-1 genannt wurde. Es konnte aus Membranen der SKW6.4- Zellinie
durch Affinitdtschromatographie und RP-HPLC bis zur Homogenitat gereinigt werden (Oehm et al.,
1992). Das isolierte APO-1-Antigen war durch Kompetition in der Lage, SKW6.4-Zellen vor dem anti-
APO-1-induzierten Zelltod zu schiitzen. Sequenzinformationen des gereinigten APO-1-Proteins wurden
zur Klonierung und anschlieBenden Sequenzierung der APO-1-cDNA verwendet (Oehm et al., 1992).
APO-1 besteht aus 335 Aminosauren (As) und hat unter nicht-reduzierenden Bedingungen in der
Gelelektrophorese ein relatives Molekulargewicht von 48 kDa. Unter reduzierenden Bedingungen
konnte eine singuldre Bande bei 51 kDa gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, daB das APO-1-
Antigen aus einer einzigen, durch intramolekulare Disulfidbriicken verkniipften, Polypeptidkette
besteht. Der Anteil N-glykosidisch gebundener Polysaccharide betragt 8 kDa. Gleichzeitig mit anti-
APO-1 wurde der Antikdrper anti-Fas beschrieben, der Apoptose bei sensitiven Zellen ausldste. Die
Sequenz des Fas-Antigens wurde durch Expressionsklonierung bestimmt (Itoh et al., 1991); es zeigte
sich, daB APO-1 und Fas identisch waren. Inzwischen wurden die verschiedenen Namen unter der

Bezeichnung CD95 zusammengefaBt. Der Einfachheit halber wird der Rezeptor in der Folge mit CD95

TRAIL 2p39 CD27L ep34
CD95L APO-2L TNFo LTo/LTB LTB CD40L CD30L CD70 4-1BBL OX-40LNGF
1 (] 1 [ [l | N N [N
¥ I I l ? ?
éj % I ;: |
CD95 DR3 DR4 DRS DcR1 TNE-RI TNF-RII LT-8-R CD40 CD30  CD27 GITR 4-1BB HVEM OX-40 NGF-R
APO-1 wsl-1 TRAIL-RI TRAIL-RII TRID CD120a CD120b ATAR
Fas  APO-3 TRICK2 TR2
TRAMP
LARD
AIR

Abb. 3.1: Die TNF-/TNF-Rezeptor-Famile und die Unterfamilie der Todesrezeptoren

Die Subfamilie der Todesrezeptoren ist blau unterlegt. Die cysteinreichen extrazellularen Domanen sind als
Rauten dargestellt. CD95 (Fas/APO-1), DR4 (TRAIL-RI), DR5 (TRAIL-RII/TRICK2), DR3 (wsl-1, APO-3, TRAMP,
LARD, AIR) und TNF-RI verfugen intrazellular Gber einen Bereich erhéhter Homologie, der als Todesdoméne
bezeichnet wird (rote Box). Die Liganden dieser Rezeptoren sind mit ihrem extrazellularen C-Terminus, mit ihrem
Membrandurchgang und mit ihrer intrazellularen N-terminalen Region oberhalb ihrer entsprechenden
Rezeptoren dargestellt.
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bezeichnet.

3.3 Die Todesliganden

Rezeptoren auf der Membranoberfliche einer Zelle erhalten ihre Signale von Botenstoffen. Diese
Botenstoffe, die auch als Liganden bezeichnet werden, kénnen in membransténdiger oder léslicher
Form vorkommen. Fir die meisten Mitglieder der TNF-R-Superfamilie ist ein entsprechender Ligand
identifiziert worden (Tabelle 3.2). Mit Ausnahme von NGF - er gehért zur Familie der neurotrophen
Faktoren - bilden alle Liganden die Familie der TNF-verwandten Molekille. AuBer dem Idslichen
LTa sind alle Vertreter dieser Ligandenfamilie Membranproteine vom Typ Il, welche einen extrazel-
lularen C-Terminus und einen Membrandurchgang besitzen (Takahashi et al., 1994b). Die Homologie
innerhalb der TNF-Familie besteht ausschlieBlich im Bereich der C-terminalen Rezeptorbindungsstelle
(Hahne et al., 1995). Die Sequenzen der intrazelluldren Teile der Mitglieder der TNF-Familie zeigen
untereinander keine Homologien, sind aber speziesiibergreifend konserviert (Smith et al., 1994). Die
Funktion des intrazellularen Teils ist unbekannt. Eine andere Eigenschaft, die von den Liganden der
TNF-Familie mit Ausnahme von LTa geteilt wird, ist, daBB sie als Transmembran-Proteine exprimiert
werden. Jedoch konnten flr die meisten auch eine Iésliche Form nachgewiesen werden. Diese
freigesetzte Form wird durch die Aktivitat einer Metalloprotease generiert. Daten legen dies fiir den
CD95L nahe (Mariani et al. 1995); fir TNFa wurde bereits eine Metalloprotease (TACE) kloniert, die
spezifisch TNFo spaltet (Black et al. 1997; Moss et al. 1997). Ob TACE in der Lage ist, andere
Liganden dieser TNF- Familie zu spalten, oder ob jeder Ligand seine eigene Protease besitzt, ist bis

jetzt noch nicht geklart. LTa ist der einzige Ligand, der nur als I6sliches Protein existiert.

In der Regel bindet ein Ligand an einen speziellen Rezeptor (s. Tabelle 3.2). Fir den Liganden TRAIL
sind jedoch drei Bindungspartner publiziert worden (DR4, DR5 und DcR1) (Sheridan et al., 1997; Pan
et al., 1997a; s. Kapitel 3.2), und fiir die TNF-Rezeptoren sieht es noch etwas verwirrender aus. So
binden die léslichen Formen von TNFo und LTa an beide TNF-Rezeptoren. Jedoch hat das l6sliche
TNFo eine hdhere Affinitdt an den TNF-RI, wahrend das membrangebundene TNFa primar an den
TNF-RII bindet (Grell et al., 1995). In Kombination mit dem Transmembran-LTp bindet dagegen das
LTa als Heterotrimer an den LTB-R (Crowe et al., 1994).

Die Kristallstruktur von TNFoa und LTa allein oder LTa im Komplex mit der extrazelluldaren Doméane des
TNF-RI ergab eine Trimer-Struktur sowohl fiir die Liganden als auch fiir den gebundenen TNF-RI (Eck
et al., 1989; Jones et al., 1992; Eck et al., 1992; Banner et al., 1993). Zusammen mit einer Reihe von
biochemischen Daten, die ebenfalls darauf hindeuten, daB TNF-&hnliche Liganden Trimere bilden
kénnen (Karpusas et al. 1995; Pitti et al. 1996), wird allgemein angenommen, daB alle aktiven
Liganden dieser Familie in Lésung eine Trimer-Struktur besitzen. Es ist daher wahrscheinlich, daB sie
an ihren entsprechenden Rezeptor binden und ihn dann durch Trimerisierung aktivieren. Fir das
CD95/CD95L-System wurde die Struktur, basierend auf den Struktur- und Sequenzinformationen von
TNF-RI und CD40, computerunterstiitzt modelliert (Bajorath und Aruffo, 1997), wobei sich ebenfalls

eine Trimerstruktur des CD95/CD95L-Komplexes vorhersagen lie. DaB eine Dimerisierung von CD95
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nicht ausreichend ist, um Apoptose auszulésen, wurde von Dhein et al. (1992) beschrieben und konnte
in dieser Arbeit bestétigt werden (vgl. Kapitel 5.1.2.2; Kischkel et al. 1995). Fiir die membranstandigen
Formen von TNFa und CD95L wurde es bis jetzt noch nicht formal bewiesen, daB auch sie Trimere
bilden kénnen. Da zwei LTB-Rezeptoren mit einem LTa-Molekil eine Heterotrimer-Struktur auf der
Zelloberflache ausbilden (Androlewicz et al., 1992), ist es jedoch wahrscheinlich, daB dies auch flr
membranstandige TNFa, CD95L und die anderen Familienmitglieder gilt. Die Kristallstruktur von NGF
- aus der Familie der neurotrophen Faktoren - ergab dagegen einen dimeren Aufbau (McDonald et al.,
1991), und biochemische Daten deuten darauf hin, daB auch der niedrigaffine NGF-R nach Bindung
an den NGF lediglich als Dimer vorliegt (Buxser et al., 1985). Damit nimmt der NGF-R eine
Sonderstellung in der TNF-R-Superfamilie ein.

| Ligand Referenz Bindungspartner
CD95L Suda et al. 1993 CD95

TRAIL (APO-2L) Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996 DR4, DR5, DcR1
TNFa Pennica et al., 1984; Shirai et al., 1985; Wang et al., 1985 | TNF-RI, TNF-RII
Lymphotoxina (LTot)  Gray et al., 1984 TNF-RI, TNF-RII
Lymphotoxinf (LTB) Browning, 1993 LTB-R

CD40L (TRAP/gp39) Graf et al., 1992 CD40

CD30L Smith et al., 1993 CD30

CD27L (CD70) Goodwin et al., 1993a CDh27

4-1BBL Goodwin et al., 1993b 4-1BB

OX-40L (gp34) Godfrey et al., 1994 0OX-40

[NGF Gray et al., 1983 NGF-R]

Tabelle 3.2: Die TNF-Familie

Die Mitglieder der TNF-Familie binden als Liganden an ihre entsprechenden Rezeptoren. NGF gehért nicht zu
dieser Familie, sondern zur Familie der neurotrophen Faktoren (McDonald et al., 1991). Da der entsprechende
Rezeptor jedoch zurTNF-R-Superfamilie gehdrt, ist NGF ebenfalls (in Klammern) aufgefiihrt.

3.4 Die biologische Funktion des CD95/CD95L-Systems

TNF-RI und CD95 sind die am besten charakterisierten Mitglieder der Todesrezeptor-Familie. Die
Untersuchungen dieser Rezeptoren und deren Liganden unterstreichen die biologische Bedeutung der
apoptotischen Systeme innerhalb eines Organismus. In einem ausgereiften Organismus spielt
Apoptose, induziert durch Todesrezeptoren, eine Rolle bei der Homdostase von Geweben. Alternde
(seneszente), beschadigte und mutierte Zellen werden so eliminiert. Dartber hinaus spielt Apoptose
auch im Immunsystem eine entscheidende Rolle. Autoreaktive Zellen miissen beseitigt werden, um
Autoimmunitdt zu verhindern. Am Ende einer Immunantwort werden die aktivierten Lymphozyten
deletiert, um die Immunhomadostase zu erhalten. Zusatzlich sind apoptotische Prozesse auch an der
Immunutberwachung zur Entfernung von anormalen Zellen involviert. Erst vor kurzem wurde klar, dafB
die Todesliganden fur die auBergewdhnliche Rolle im Immunsystem einiger Gewebe wie Gehirn, Ovar,
Testis, Uterus wahrend der Schwangerschaft, Plazenta, Auge und die Hamsterbackentasche

verantwortlich sind. Diese Gewebe sind von der normalen Immunantwort ausgenommen und werden
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daher als immunologisch privilegiert bezeichnet (Barker und Billingham, 1977). Innerhalb dieser Orte
werden Immunzellen durch Apoptose beseitigt. Dies hat enorme Auswirkungen auf die
Transplantationsmedizin, da das Problem der Spender-gegeniber-Empfanger- und Empfénger-
gegenuber-Spender-Erkrankungen noch nicht geklart ist. Ein besseres Verstédndnis der Mechanismen,
wie diese privilegierten Orte ihren Status aufrechterhalten, kénnte zu Wegen flhren, die
Immunreaktionen spezifisch zu unterdriicken. Die apoptotische Maschinerie, die die Todesrezeptoren/-
liganden benutzt, ist sehr potent und muB daher genau reguliert werden. Stérungen dieser Systeme
kénnen zu ernsten Erkrankungen fihren.

Der CD95-Rezeptor ist fast Uberall exprimiert, sowohl auf lymphoiden als auch auf nicht-lymphoiden
Zellen (Watanabe-Fukunaga et al., 1992a; Leithduser et al., 1993; Hiramatsu et al., 1994; Galle et al.,
1995), wohingegen die Expression vom CD95L eng reguliert wird. Zuerst schien der Ligand lediglich
auf T-Zellen exprimiert zu sein (Suda et al., 1993), doch zeigte sich spater, daB auch in einigen
wichtigen nicht-lymphoiden Bereichen CD95L exprimiert wird (s. Kapitel 3.4.3).

3.4.1 Natirliche Aberrationen im CD95/CD95L-System

Die Identifizierung von CD95 und CD95L half, die Phanotypen von drei Mausmutanten zu erklaren.
1978 beschrieben Murphy und Rothes eine Mauslinie mit einem autosomal-rezessiven Gendefekt jpr
(far Jymphoproliferation“). Bei Mausen der Linie MRL/Mpd flhrte diese Mutation zur starken
VergréBerung von Lymphknoten und Milz, die durch eine Akkumulation von CD4 CD8-Zellen
hervorgerufen wurde. Die Entwicklung der Merkmale wurde dabei vom genetischen Hintergrund
beeinfluBt (Izui et al., 1984). So entwickelten einige Mausstdmme auch Autoimmunerkrankungen. Sie
haben starke Ahnlichkeit mit den Symptomen, die beim humanen systemischen Lupus erythematodes
(SLE) auftreten (Andrews et al., 1978; Mysler et al., 1994). Inzwischen ist bekannt, daB die Jor-Mutation
auf den Einbau eines Retrotransposons im Gen fur CD95 beruht, was zu einem veranderten mRNA-
Transkript flhrt. Dies hat eine stark verringerte Expression des Rezeptors zur Folge, so daBB es zu
einer erheblich verminderten Apoptose in der Immunregulation dieser Mause kommt (Watanabe-
Fukunaga et al., 1992b; Adachi et al., 1993; Chu et al., 1993; Wu et al., 1993; Mariani et al., 1994).

Eine weitere Mutation Jor (fir lymphoproliferation-complementing g/d") ist allelisch mit jor und fiihrt
zu sehr ahnlichen Symptomen (Matsuzawa et al., 1990). Die Oberflachenexpression des CD95-
Rezeptors von Jpr®-Mausen ist nicht verandert (Watanabe-Fukunaga et al., 1992b), doch ist eine
Aminosaure innerhalb der Todesdoméane des CD95 ausgetauscht (llesgz; mit Asnygp), was auf eine
Punktmutation (T;gs nach Azgg) zurlickzufiihren ist. Diese Veranderung fihrt zur Unterbrechung der
Signaltransduktion und zur Resistenz gegeniber CD95-vermittelter Apoptose (Watanabe-Fukunaga et
al., 1992b). Der homologe Austausch beim Menschen ist Valy;s zu Asnasg. Auch hier ist die
Todesdoméne inaktiv und verhindert so die Weiterleitung des zytotoxischen Signals von CD95 in die
Zelle (ltoh et al., 1991; ltoh und Nagata, 1993) (vgl. Kapitel 3.5.2). Spater zeigte die CD95-"knock-out"-
Maus wesentlich stérkere Formen von Lymphadenopathie und Splenomegalie als die Jor-Maus (Adachi
et al.,, 1995). Dies lieB sich durch eine geringe Restaktivitit des CD95/CD95L-Systems erklaren.
Zusétzlich konnte die Lymphoadenopathie in der [pr-Maus durch Expression des CD95-Rezeptors als
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Transgen verhindert werden (Wu et al, 1994). Damit wurde die Wichtigkeit von CD95 im

programmierten Zelltod von T-Lymphozyten bestatigt.

Eine inaktivierende Punktmutation ist nicht nur auf der Rezeptorseite, sondern auch auf der
Ligandenseite beschrieben worden. Sie wird als gld (fur ,generalized lymphoproliferative disease)
bezeichnet. Doppelt-heterozygote (Ipr® ™", gld™) Mause zeigten dhnliche Symptome, wie sie firr die
homozygoten /or”-Stamme beschrieben wurden (Roths et al., 1984). Nach Klonierung der cDNA fiir
CD95L aus der Ratte (Suda et al., 1993) zeigten vergleichende Untersuchungen mit gld-Mausen, daf
die gld-Punktmutation zu einer Aminoséureveranderung (Phez7, zu Leuys,) im extrazelluldren Bereich
des Molekiils fuhrte (Lynch et al., 1994; Ramsdell et al., 1994). Diese Region in der Bindungsstelle des
CD95L ist innerhalb der TNF-Familie hochkonserviert (Hahne et al., 1995). Der Aminosaureaustausch
fihrte zum volligen Verlust der zytotoxischen Funktion des CD95L (Ramsdell et al., 1994; Takahashi et
al., 1994a; Lynch et al., 1994). Das bestétigte Beobachtungen, die vorher zu der Vermutung gefihrt
hatten, dafB jor und gld Mutationen eines Liganden-Rezeptor-Paares seien (Allen et al., 1990; Sobel et
al., 1993).

Beim Menschen wurde eine &hnliche Krankheit mit einer Dysfunktion im CD95/CD95L-System
beschrieben (Fisher et al., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Kinder mit diesem Syndrom ("autoimmune
lymphoproliferative syndrome", ALPS) haben eine massive, nicht-maligne Lymphadenopathie, eine

veranderte und vergréBerte T-Zellpopulation und eine massive Autoimmunfunktionsstérung.

3.4.2 Die Funktion des CD95/CD95L-Systems im Immunsystem

Obwohl einige Berichte existieren, die zeigen, daB die Aktivierung von CD95 zur Sekretion von IL-8
(Abreu-Martin et al., 1995) oder Proliferation (Alderson et al., 1993; Mapara et al., 1993; Aggarwal et
al., 1995; Freiberg et al., 1997) fuhrte, deuten die meisten in vitro- und in vivo-Daten klar darauf hin,
daB CD95 ein Rezeptor ist, der hauptsachlich Apoptose vermittelt. Die physiologische Rolle des
CD95/CD95L-Systems scheint stark mit dem Immunsystem und der Leber verbunden zu sein (Adachi
et al., 1995). Injektion von anti-CD95-Antikérper oder von rekombinantem CD95L in Mause flhrte zum
schnellen Tod durch Leberversagen (Ogasawara et al., 1993; Tanaka et al., 1997). Die Bedeutung im
Immunsystem konnte dadurch gezeigt werden, daB nach T-Zellrezeptor-Stimulation bei voraktivierten
oder transformierten T-Zellen (Alderson et al., 1995; Dhein et al., 1995; Brunner et al., 1995; Ju et al.,
1995) die CD95L-Expression hochreguliert ist und die Zellen durch CD95/CD95L-Wechselwirkung
Apoptose begehen. Dieser aktivierungsinduzierte Zelltod (AIZT) ist ebenfalls in der peripheren Deletion
in vivo involviert, indem T-Zellen, die auf einen starken Antigen-Stimulus reagieren, im Laufe der Zeit
herunterreguliert werden: ein ProzeB, der wahrscheinlich fir die Homéostase im Immunsystem eine
entscheidende Rolle spielt. Periphere Deletion ist zumindest teilweise defekt in Tieren, bei denen eine
Dysfunktion im CD95/CD95L-System existiert (Singer und Abbas, 1994; Mogil et al., 1995). Dies
unterstitzt die Ansicht, daB die Expression dieses Rezeptor/Liganden-Paares wichtig ist fir die

Depletion von Uberflissigen Lymphozyten nach einer Immunantwort. Da dieses System im AIZT

involviert ist, scheint es zumindest teilweise fiir die Depletion von CD4*-T-Zellen bei AIDS

verantwortlich zu sein. Es stellte sich heraus, dafB3 indirekte Mechanismen zur Sensitivierung von nicht-
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infizierten T-Zellen nach einer HIV-Infektion zu AIDS fiihren (Westendorp et al., 1995; Li et al., 1995a;
Szawlowski et al., 1993; Zagury et al., 1993). Zusétzlich exprimierten T-Lymphozyten von HIV-1-
infizierten Patienten mehr CD95 auf ihrer Oberflache (Debatin et al., 1994; McCloskey et al., 1995).
Katsikis et al. (1995) zeigten Uberdies, daB T-Zellen von HIV-1-seropositiven Individuen sensitiver
gegenlber CD95-vermittelter Apoptose werden. Es laBt sich ein Szenario zeichnen, in dem AIZT-
sensitive T-Zellen von HIV-Patienten eine erhdhte Expression von CD95 zeigen. Die Stimulation dieser
Zellen mit Antigen oder anti-CD95-Autoantikdrpern wiirde zu Apoptose fihren. Dieser Mechanismus

kénnte zur starken Depletion von T-Zellen im Verlauf der AIDS-Erkrankung beitragen.

3.4.3 Das CD95/CD95L-System in nicht-lymphoiden Geweben

CD95L scheint von einigen Geweben bendtigt zu werden, um den immunologisch privilegierten Status
aufrechtzuerhalten. Nach Einbringen von Viren in die vordere Augenkammer von Mausen infiltrierten
Lymphozyten und Granulozyten diese Region. Diese begingen Apoptose, wahrscheinlich
hervorgerufen durch CD95L-Expression auf den Endothelzellen (Griffith et al., 1995; Griffith et al.,
1996). Da das CD95/CD95L-System fur immunprivilegierte Orte von Bedeutung ist, entstand die Idee,
dieses System bei der Transplantation einzusetzen. Die Transplantate sollten durch kinstliche
Expression des CD95L vor AbstoBungsreaktionen bewahrt werden. Kirzlich lie sich zeigen, daB die
menschliche Cornea funktionalen CD95L exprimiert (Stuart et al., 1997). Der Ligand kdnnte das
Molekdl sein, welches die Cornea-Transplantate in Menschen vor dem Immunsystem des Empfangers
schitzt. Untersuchungen an Cornea-Transplantaten in der Maus unterstitzten diese Hypothese.
Andere Studien Uber die Beteiligung des CD95L bei der Akzeptanz von Spendergewebe sind weniger
eindeutig und werden momentan kontrovers diskutiert (Bellgrau et al., 1995; Allison et al., 1997; Lau et
al.,, 1996; Selawry und Cameron, 1993). Ein anderes, neueres Ergebnis hebt die Abhangigkeit der
immunprivilegierten Orte von der CD95L-Expression in einem andern Zusammenhang hervor. Eine
Reihe verschiedener muriner und humaner Tumoren, einschlieBlich vieler nicht-lymphoider Tumoren,
zeigte eine konstitutive Expression von funktionalem CD95L (O Connell et al., 1996; Hahne et al.,
1996; Niehans et al., 1997; Shiraki et al., 1997). So war zum Beispiel ein CD95L-exprimierendes
Melanom in der Lage, eine potente Antitumor-Immunitat hervorzurufen, wenn das Wirtstier einen
Defekt in der CD95- Expression hatte (Hahne et al., 1996). Dies legt die Méglichkeit nahe, daB der
Mechanismus, der fir den Schutz des Gewebes vor einer Autoimmunreaktion wahrend einer
Entzindung oder wahrend einer AbstoBungsreaktion eines Transplantates wirkt, auch von Tumoren

benutzt werden kann, um der Immuniberwachung zu entkommen.

Diese Beobachtungen verdeutlichen, daB nicht-lymphoider CD95L in groBem MafBe an der Kontrolle
von Immunantworten durch Induktion von Apoptose bei infiltrierenden Lymphozyten und Granulozyten
beteiligt ist. Doch flhrte die Expression des CD95L in einigen Tumoren zu deren AbstoBung (Seino et
al., 1997). Zusatzlich ist bekannt, daB CD95L auch Gewebe schadigen kann. In Spender-gegeniber-
Empfénger-Erkrankungen trégt die Fahigkeit der Spender-Effektorzellen, funktionalen CD95L zu
exprimieren, zum destruktiven Angriff bei (Baker et al., 1996; Braun et al., 1996). Anti-CD95-Antikérper
induzierten Apoptose in Hepatozyten in vivo (Ogasawara et al., 1993), und dies fiihrte zur Idee, daB

die CD95L-induzierte Apoptose dieser Zellen zu einigen Formen von Hepatitis beitragt. Diese Idee
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konnte zumindest bei Patienten mit alkoholischen Leberschaden, in denen die Hepatozyten CD95L

exprimieren, bestatigt werden (Galle et al., 1995).

CD95L-induzierte Apoptose scheint auch eine Rolle in einigen Autoimmunerkrankungen zu spielen.
Normale Thyrozyten exprimieren konstitutiv funktionalen CD95L, aber normalerweise kein CD95. In
Hashimoto-Thyroiditis-Patienten exprimieren die Thyrozyten CD95, und diese Zellen begehen auch
Apoptose (Giordano et al., 1997). In vitro exprimieren normale Thyrozyten CD95 nach Inkubation mit
Interleukin-1, und die resultierende Apoptose kann mit Antikérpern blockiert werden, die die
CD95/CD95L-Interaktion inhibieren. Folglich fiihrt bei Hashimoto-Thyroitis die normale schiitzende
Funktion des CD95L auf Thyrozyten zur Zerstérung der Schilddriise. Die Ursache dieser Dysfunktion
ist nicht klar, aber es ist wahrscheinlich, daB das CD95/CD95L-System zum Fortschreiten der

Krankheit beitragt.

3.5 Signaltransduktion der CD95-vermittelten Apoptose

Die Signaltransduktion von CD95 war lange Zeit ungeklart. Inzwischen wurde jedoch eine Reihe von
Signalwegen beschrieben, die mit der CD95-vermittelten Apoptose in Zusammenhang gebracht
werden. In diesem Kapitel werden die unterschiedlichen Verdffentlichungen zu diesem Signalweg

zusammengefaft.

3.5.1 Oligomerisierung von CD95 ist Voraussetzung fiir die Ubermittlung des zytotoxischen

Signals

Versuche mit verschiedenen Subklassen des Antikdrpers anti-APO-1 zeigten die Notwendigkeit der
Oligomerisierung des Rezeptors, um ein Todessignal auszulésen (Dhein et al., 1992). Der anti-APO-1-
Ak ist vom Subtyp IgG3. Dieser IgG-Subtyp besitzt die Eigenschaft, (iber den Fc-Teil mit sich selbst zu
aggregieren. Andere Immunglobulinsubklassen von anti-APO-1 hatten stark unterschiedliche
Aktivitdten in der Reihenfolge 19G3>>1gG1>1gG2a>IgG2b. Fiur den IgG2b-Ak war keine Aktivitat mehr
nachweisbar (Dhein et al., 1992). Da alle Isotypen von anti-APO-1 dieselbe Spezifitdt und Affinitat fur
CD95 besaBen, muBte der Grund flr die unterschiedliche Aktivitat in den unterschiedlichen Fc-Teilen
der einzelnen Isotypen liegen. Der IgG2b-Ak war deshalb inaktiv, weil er CD95 zwar quervernetzte,
aber maximal zu einer Dimerisierung des Rezeptors fihrte. Eine zusétzliche Quervernetzung war aber
noétig, um dem IgG2b-Ak Aktivitdt zu verleihen. Der I1gG3-Ak benétigte diese zusatzliche
Quervernetzung nicht zu seiner vollen Aktivitdt. Man nimmt deshalb an, daB der IgG3-anti-APO-1
durch seine Tendenz zur Fc-Fc-Wechselwirkung eine Aggregation von CD95 herbeifiihrt. Die
vorliegenden Daten zeigen, daB eine Dimerisierung nicht ausreicht, CD95 anzuregen, sondern daB
mindestens eine Trimerisierung notwendig ist, um ein Todessignal in der Zelle zu erzeugen. Diese
Annahme stimmt Oberein mit der durch die Rontgenkristallographie von LTa in Komplex mit TNF-RI

vorhergesagten trimeren Struktur der Mitglieder der TNF-R-Familie (Banner et al., 1993).

3.5.2 Die Todesdoméane - "Death Domain"
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Der intrazellulare Teil von CD95 besaB keinerlei Konsensussequenz, die auf die Nutzung eines
bekannten Signalweges hingewiesen hatte. 1993 zeigten ltoh und Nagata, daB eine 15 As-lange
Deletion am C-Terminus von CD95 eine Verstarkung des CD95-vermittelten Zelltodes ergab. Weitere
Deletionen inhibierten das CD95-Signal dagegen vollstandig. Ein Sequenzvergleich mit dem
intrazelluldren Bereich von TNF-RI ergab eine Homologie Uber einen Bereich von 68 As. Kurze Zeit
spater konnten Tartaglia et al. (1993) ebenfalls durch Deletionsmutagenese und zusatzlich durch
inaktivierende Punktmutationen im TNF-RI eine Region lokalisieren, die fir die Zytotoxizitat des
Rezeptors essentiell ist. Dieser 80 As-lange Bereich wurde ,Death Domain“ (DD) genannt und
beinhaltet die von ltoh und Nagata (1993) beschriebene Domaéane. Innerhalb der DD liegt auch der
Valinrest (Valpsg), dessen Veranderung bei der Mutation jor” die Signaltransduktion durch CD95

verhindert (ltoh und Nagata, 1993).

Es dauerte mehrere Jahre, bis die nachsten Rezeptoren mit einer DD isoliert wurden (DR3, DR4 und
DR5; vgl. Kapitel 3.2). Neben den DD-Rezeptoren sind noch weitere DD-Proteine gefunden worden,
von denen drei an CD95 binden sollen. Zur Klonierung wurde das Two-Hybrid-System in Hefe und der
zytoplasmatische Teil von CD95 (CD95zT) verwendet. Die drei DD-Proteine sind FADD (auch MORT1
genannt) (Chinnaiyan et al., 1995; Boldin et a., 1995), RIP (Stanger et al., 1995) und DAXX (Yan et al.,
1997).

3.5.3 CD95-assoziierte Sighalmolekiile

Alle publizierten Signalmolekiile, die an den CD95-Rezeptor binden, wurden in den letzten drei Jahren
mittels des Two-Hybrid-Systems in Hefe mit CD95zT als Bindungspartner gefunden. In Tabelle 3.3
sind die Proteine zusammengefaBt. Die drei DD-Proteine FADD, RIP und DAXX binden direkt an die
CD95-DD; FADD und RIP I6sen bei Uberexpression Apoptose aus, wahrend DAXX den CD95-
vermittelten Zelltod verstéarkt. Alle andern Molekile besitzen keine DD. Doch werden samtliche
Bindungen der Proteine zum Rezeptor, bis auf die von FAP-1, durch eine jpr"*-Mutation verschlechtert
oder ganz unterbunden, was darauf hindeutet, daB die DD direkt oder indirekt bendtigt wird. Wahrend
DAXX, FAF1 und UBC-FAP die CD95-vermittelte Apoptose bei Uberexpression verstarkten, wurde von
FAP-1 und Sentrin eine blockierende Wirkung beschrieben (Abb 3.2).

Fir FADD wurde auBer der DD i .
| Signalmolekil Referenz
am C-Terminus keine bekannte
. . . FADD (MORT1) Chinnaiyan et al., 1995; Boldin et al., 1995
Doméne identifiziert.
Interessanterweise  fihrte  die Rl SlEnger el el 1ok
Expression der DD allein nicht DAXX VI Gk, U
zum Selbstmord der Zelle, dafir FA Chu et al., 1995
aber die  des N-Terminus. UBC-FAP (UBC9)  Wright et al., 1996
Aufgrunddessen wurde dieser Teil A Satoetal, 1995
Sentrin Okura et al., 1996

des Moleklls ,Death Effektor

Domain® (DED) genannt. RIP zeigt Tabelle 3.3: CD95-assoziierte Sighalmolekiile

im Two-Hybrid-System Affinitét zu
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CD95 und in geringem MaBe zu TNF-RI. Das RIP-Molekiil besitzt eine Doméane mit Homologie zu Pro-
teinkinasen, und seine DD allein genligt, um eine Zelle zu téten. DAXX ist vor kurzem kloniert worden.
Es verstarkt Apoptose und aktiviert die Jun-N-terminalen Kinasen (JNK). Sein C-terminaler DD-
Bereich bindet an die DD von CD95 und TNF-RI. Dieser Bereich allein exprimiert, inhibiert Apoptose
und JNK-Aktivierung. UBC-FAP ist das menschliche Homolog zum ,ubiquitin conjugating enzyme 9
(UBC9) in Saccharomyces cerevisiae, welches den Zellzyklus an der Stelle von G, nach M kontrolliert
und die Degradation von Zyklinen reguliert. Fir CD95 ist eine negative regulatorische Rolle des C-
terminalen Bereiches des Rezeptors vorgeschlagen worden, da die Deletion der letzten 15 As von
CD95 die Sensitivitat gegenlber CD95-induzierter Apoptose verstarkt (Itoh et al., 1993, s. Kapitel
3.5.2). Diese Region des CD95 interagiert mit FAP-1 (fir ,Fas-assoziierte Phosphatase-1), einer
Proteinphosphatase. FAP-1 konnte den CD95-vermittelten Zelltod inhibieren, ebenso wie Sentrin, das
wie RIP und DAXX auch an den TNF-RI im Two-Hybrid-System binden konnte. Zusatzlich zeigt FAP-1

Homologien zu Ubiquitin, NEDD8 und einem Saccharomyces cerevisiae-Protein (Smt3).

3.5.4 Weitere publizierte Signalmolekiile des CD95-Signalweges

Obwohl die Ausfihrung des CD95-Apoptosesignals sehr spezifisch zu sein scheint, wurden einige
(zum Teil klassische) Signalwege beschrieben, die an der Erzeugung des APO-1-Todessignals

beteiligt zu sein scheinen. Diese sind in Abb.3.2 dargestellt.

e Ceramid wird aus membranstdndigen Sphingolipiden, die der zentrale Bestandteil der
Membran sind, durch die Aktivitdt von Sphingomyelinasen (SMasen) abgespalten (Hannun
und Obeid, 1995) oder de novo produziert (Bose et al., 1995). Fir die CD95-vermittelte
Apoptose wurde sowohl die Aktivitat der sauren SMase (Kolesnick et al., 1994; Cifone et al.,
1993) als auch die Aktivitat der neutralen SMase als essentieller Schritt dargestellt (Tepper et
al., 1995).

e Fur viele Rezeptoren ist Tyrosinphosphorylierung als regulatorische Modifikation gezeigt wor-
den (van der Geer et al., 1994 (Review)). Auch fur die CD95-vermittelte Apoptose wurde die
Aktivitat von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) als notwendig beschrieben (Eischen et al., 1994).

e Die Aktivitat der Proteinkinase C (PKC) spielt auch eine Rolle bei der Modulation des
zytotoxischen Signals. Zum einen sensitivierte die Hemmung der PKC durch die Inhibitoren H7
und HA1004 Zellen gegeniber CD95-vermittelter Apoptose (Ni et al.,, 1994), zum anderen
fihrte deren Aktivierung mit dem Phorbolester PMA zur Resistenzbildung gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose (Copeland et al., 1994). In diesem Zusammenhang wurde Uber den
Einstrom von Ca®* nach anti-CD95-Inkubation in der B-Zellinie FMO berichtet (Oshimi und
Miyazaki, 1995).
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Abb. 3.2: Publizierte Signalmolekiile des CD95-Signalweges

e Phosphatasen als zellulare Gegenspieler der Proteinkinasen gewinnen in letzter Zeit bei der
Signaltransduktion immer mehr an Bedeutung. Fur lymphoide Zellen wurde eine Phosphatase
(HCP) beschrieben, deren Funktion eng mit der Apoptosesensitivitat dieser Zellen korreliert ist.
Mutanten dieser Zellen mit verringerter HCP Aktivitat zeigten Resistenz gegeniber CD95-
vermittelter Apoptose. Diese Beobachtung wurde auch bei Untersuchungen mit mev/mev
Mausen gemacht, die einen Defekt eben jener Phosphatase haben (Su et al., 1995). Einen ge-
genteiligen Effekt hat die an CD95-bindende Tyrosinphosphatase FAP-1 (s. Kapitel 3.5.3).

3.5.5 Die Bcl-2-Familie, die Familien der Caspasen und der Mitogen-aktivierten Protein-

Kinasen

Die Notwendigkeit der ced-9- und ced-3-Gene in der Apoptose von C.elegans und die Entdeckung
ihrer menschlichen Homologen fihrte zur Annahme, daB diese Gene in S&ugetieren eine ahnlich
wichtige Aufgabe wie in der Nematode Ubernehmen wirden. In den nachfolgenden Kapiteln ist
deshalb der Wissensstand zu Beginn dieser Doktorarbeit einfihrend wiedergegeben. AnschlieBend
wird die Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen vorgestellt, da auch sie in den letzten Jahren in

der Apoptoseforschung an Bedeutung gewonnen haben.
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3.5.5.1 Die Proteine der Bcl-2-Familie

Bcl-2 wurde erstmals bei der Entwicklung des humanen follikularen Lymphoms beschrieben
(Tsujimoto et al.,, 1984). Eine t(14:18)-Translokation des Gens fiihrte zur Deregulation seiner
Expression, da es unter die Kontrolle des Enhancers des Gens fiir die schwere Kette der Immunglo-
buline geriet (Graninger et al., 1987). Bald wurde klar, daB Uberexpression von Bcl-2 allein nicht zur
Transformation von Zellen ausreichte. Vielmehr waren weitere genetische Verédnderungen notwendig
(Vaux et al., 1988; Reed et al., 1988; Cook et al., 1985; Metcalf et al., 1987). Dies konnte in eleganten
Experimenten gezeigt werden, in denen Nachkommen von Mausen, die transgen flr c-myc und bcl-2

waren, erhéhtes Tumoraufkommen aufwiesen (Strasser et al., 1990).

Bcl-2 vermag in physiologischen Systemen mit mehreren Proteinen zu heterodimerisieren. Diese
Molekdle interagieren durch Doméanen (BH1 und BH2), die einen hohen Grad an Homologie zu-
einander aufweisen (Yin et al., 1994). Zusammen bilden sie die Bcl-2-Familie (Sedlak et al., 1995). Fiir
die Funktion von Bcl-2 ist vor allem seine Interaktion mit Bax wichtig (Oltvai et al., 1993; Yin et al.,
1994; Hanada et al., 1995). Bax kommt in mehreren Splicevarianten vor (Bax-o, Bax-p und zwei Bax-
y-Formen), von denen nur die Funktion der einen, Bax-o, bekannt ist. Uberexpression von Bax-a. in
Zellen fuhrt zur Apoptose, und der Schutz durch gleichzeitige Expression von Bcl-2 in diesen Zellen
wird aufgehoben (Oltvai et al., 1993). So findet man Bax-a-Expression auch in Geweben, die verstarkt
Apoptose zeigen (Krajewski et al., 1994). Ein weiteres Mitglied der Bcl-2-Familie ist Bcl-x (Boise et al.,
1993). Bcl-x kommt in zwei Splicevarianten vor, die eine gegensatzliche Wirkung auf die Apoptose von
Zellen haben. Wahrend die lange Form, Bcl-x., ebenso wie Bcl-2, die Zellen vor der Apoptose durch
den Entzug von Wachstumsfaktoren schiitzt, antagonisiert die kurze Variante, Bcl-xs, die Wirkung von
Bcl-2. Die Expression der beiden Varianten Kkorrelierte in verschiedenen Geweben mit der
Lebensdauer der dortigen Zellen (Boise et al., 1993). Bcl-x, und Bcl-2 Gben ihre negativ regulierende
Wirkung auf unterschiedliche apoptotische Wege aus. So blockiert Bcl-x, in B-lymphoiden Zellinien
durch immunsupprimierende Agentien ausgeldste Apoptose, wahrend Bcl-2 hier keinen Schutz verleiht
(Gottschalk et al., 1994; Choi et al., 1995; Cuende et al.,, 1993). Aus Untersuchungen an T-Zell-
Lymphomen sind auch in vivo Resistenzmechanismen bekannt, die nicht durch Bcl-2 vermittelt werden
(Debatin und Krammer, 1995; Boise et al., 1995a).

Weitere Molekile der Bcl-2-Familie sind Bad, ein Modulator der Bax-Funktion (Yang et al., 1995), Bik,
das mit dem Adenovirusprotein E1B 19K, Bcl-2 und Bcl-x_ assoziiert (Boyd et al., 1995) und Bak-1,
das wie Bad als Verstarker von Apoptose wirkt (Chittenden et al., 1995; Farrow et al., 1995; Kiefer et
al.,, 1995). Bei Saugern zeigen die Gene A7 (Lin et al., 1993) und Mcl-1 (Kozopas et al., 1993)
Homologie zu bcl-2. Aus dem Epstein-Barr-Virus wurde das Protein BHRF (Pearson et al., 1987) und
aus dem afrikanischen Schweinefieber-Virus LMW5-H1 (Neilan et al., 1993) isoliert. Beide weisen
ebenfalls eine Ahnlichkeit mit Bcl-2 auf. BHFR hemmt Apoptose von befallenen Zellen, wahrend von

dem zweiten Virusprotein keine weitere Funktion bekannt ist.
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Ein weiteres Protein, BAG-1, das keine Sequenzhomologie zur Bcl-2-Familie aufweist, interagiert
jedoch mit Bcl-2 und verstérkt bei Kotransfektion mit diesem die antiapoptotische Wirkung (Takayama
et al., 1995).

Die Expression von Bcl-2 in Zellen fihrt zum Schutz vor verschiedenen apoptoseauslésenden Stimuli,
wie Strahlung, DNA-schadigenden Substanzen, Glukokortikoiden, Natriumazid, Ca2+-lnflux,
Hitzeschock und Sauerstoffradikalen (Vaux et al., 1988; McDonell et al., 1989; Strasser et al., 1991b,
1991b; Sentman et al., 1991; Miyashita und Reed, 1992; Reed, 1994). Zu den Apoptosearten, die nicht
durch Bcl-2 blockierbar sind, gehdren die negative Selektion von Thymozyten (Sentman et al., 1991;
Strasser et al., 1991a), der durch TNF ausgeldste Zelltod (Vanhaesebroeck et al., 1993) oder die Lyse
durch zytotoxische T-Zellen (Vaux et al.,, 1992a). Der EinfluB von Bcl-2 auf die CD95-vermittelte
Apoptose ist unklar. Die Hinweise nach Transfektion von bcl-2 reichten von vollstandiger Resistenz
(Jaattela et al., 1995) oder teilweiser Inhibition (ltoh et al., 1993; Martin et al., 1995c; Enari et al.,
1995a) bis hin zur Beobachtung, daB bcl-2 nicht in der Lage war, Zellen vor CD95-vermittelter
Apoptose zu schiitzen (Strasser et al., 1995; Memon et al., 1995).

3.5.5.2 Caspasen (ICE-adhnliche Proteasen)

Caspasen (ehemals ICE-dhnliche Proteasen genannt) bilden eine Familie von Cysteinproteasen. Sie
sind in S&ugetieren das Gegenstiick zu dem C. elegans-Zelltodmolekll CED-3. Der erste bei Sdugern
gefundene Vertreter war die Caspase-1 (das ,Interleukin-13 konvertierende Enzym®, (ICE)) (Yuan et
al., 1993). Uberexpression von Caspase-1 l6ste Apoptose aus (Miura et al., 1993; Schwartz und
Osborne, 1994). Die Caspase-1 besitzt eine enge Substratspezifitdt. Sie katalysiert ihre eigene
proteolytische Reifung und die von Interleukin-13. Spater wurde klar, daB Caspase-1-dhnliche
Proteasen auch bei der CD95-vermittelten Apoptose eine wichtige Rolle spielen (Los et al., 1995; Enari
et al., 1995b). Inzwischen sind zehn humane Mitglieder der Caspasen-Familie bekannt (Abb. 3.3). Eine
phylogenetische Analyse der Familienmitglieder ergab, daB diese Enzyme in zwei, méglicherweise in
drei Unterfamilien unterteilt werden kdénnen. Eine Reihe von Hinweisen deutet darauf hin, daf3 dabei
die Mitglieder der ICE-Unterfamilie hauptséchlich eine Rolle in Entziindungsreaktionen spielen,
wogegen die Mitglieder der CED-3-Unterfamilie meist (wenn nicht ausschlieBlich) in Apoptose
involviert sind. Die Caspase-8 wurde im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert.
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ICE- ———— Caspase-5 (ICE;grlll, TY)
Unterfamilie 4’
(TX, ICH-2, ICEgrll)

. Caspase-4

Caspase-1 (ICE)

—— Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1)

—— Caspase-3 (CPP32, Yama, apopain)

Caspase-6 (Mch2)

——  Caspase-8 (FLICE, MACH, Mch5)

Caspase-10 (Mch4)

— Caspase-2 (ICH-1)

CED-3-
Unterfamilie

Caspase-9 (ICE-LAP6, Mch6)

Abb. 3.3: Die Caspasenfamilie von ICE/CED-3-ahnlichen Cysteinproteasen.

Synonyme sind in Klammern angegeben. (Phylogenetische Verwandischaften wurden Gber den PILEUP-
Algorithmus des "Wisconsin GCG sequence analysis package" ermittelt. Bekannte Familienmitglieder der
Caspasen umfassen Caenorhabditis elegans CED-3 und zehn Enzyme menschlichen Ursprungs. Entsprechende
Molekiile in andern Spezies wurden ebenfalls identifiziert (z. B. Maus, Meerschweinchen und Drosophila
melanogaster) (nicht gezeigt). Die Proteine kénnen basierend auf den Sequenzen von ICE und CED-3 grob in
zwei Untergruppen unterteilt warden. C. elegans CED-3 ist eng mit der menschlichen Caspase-3 verwandt.
Referenzen fir Caspase-1: Thornberry et al., 1992; Ceretti et al., 1992; Caspase-2: Wang et al., 1994; Kumar et
al., 1994; Caspase-3: Fernandes-Alnemri et al., 1994; Tewari et al., 1995c; Nicholson et al., 1995; Caspase-4:
Faucheu et al., 1995; Munday et al., 1995; Kamens et al., 1995; Caspase-5: Munday et al., 1995; Faucheu et al.,
1996; Caspase-6: Fernandes-Alnemri et al., 1995a; Caspase-7: Fernandes-Alnemri et al., 1995b; Lippke et al.,
1996; Duan et al., 1996a; Caspase-8: Muzio et al., 1996; Boldin et al., 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996;
Caspase-9: Duan et al., 1996b; Srinivasula et al., 1996b; Caspase-10: Fernandez-Alnemri et al., 1996; Vincenz
und Dixit, 1997.

Caspasen werden als Zymogene synthetisiert und missen zur Aktivierung proteolytisch gespalten
werden. Das aktive Enzym setzt sich aus einem heterotetrameren Komplex zusammen mit zwei
groBen Untereinheiten, die das aktive Zentrum enthalten, und zwei kleinen Untereinheiten. Diese
Struktur kann aus den Kristallstrukturen von Caspase-1 und -3 abgeleitet werden (Wilson et al., 1994;
Walker et al., 1994; Mittl et al., 1997). Apoptose konnte in Zellen durch Caspasen-spezifische Inhi-
bitoren gehemmt werden. Es handelte sich dabei um die natlrlich vorkommenden Serinprotease-
Inhibitoren (Serpine) CrmA aus dem Kuhpockenvirus (Gagliardini et al., 1994; Komiyama et al., 1994;
Ray et al., 1992; Tewari und Dixit, 1995) und p35 aus Baculovirus (Kamita et al., 1993; Beidler et al.,
1995) sowie um die Tetrapeptide unterschiedlicher Spezifitit (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp (DEVD) fir
Caspase-3; Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp (YVAD) flir Caspase-1) (Enari et al., 1995b; Los et al., 1995; Chow
et al., 1995; Schlegel et al., 1995).
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Zu Beginn dieser Arbeit waren lediglich Caspase-1 bis -3 bekannt. Das erste beschriebene Substrat
der Caspasen, das wahrend der Apoptose gespalten wird, war das Enzym Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) (Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995c). Mittlerweile sind weitere Substrate
bekannt und werden in Kapitel 6.5 zusammengefaBt. Eine weitere Protease, von der schon lange
bekannt war, daB sie einen apoptotischen ProzeB auslést, ist Granzym B. Dieses Enzym spaltet sein
Substrat an dem fur Caspasen typischen Aspartatrest (Shi et al., 1992).

Die Position der Caspasen im Signalweg bei der Apoptose war nicht geklart. Im allgemeinen wurde
eine distale Aktivitat bezlglich der Proteine der Bcl-2-Familie angenommen (Chinnaiyan et al., 1996b).
Dagegen sprach die Tatsache, daB Apoptose durch Uberexpression von Caspase-1, -2 oder CED-3
durch Bcl-2 inhibiert werden konnte (Miura et al., 1993; Kumar et al., 1994).

3.5.5.3 Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs)

Eukaryontische Zellen haben spezifische Signalwege entwickelt, um auf externe Stimuli zu reagieren.
Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs) bilden dabei eine Familie von Serin-/Threonin-
Kinasen, die auf diverse Stimuli antworten kénnen und aus Kinasekaskaden aufgebaut sind. MAPKs
werden durch spezifische Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosin-Resten von MAPK-Kinasen
aktiviert, die als MKKs (MAPK-Kinasen) oder MEKs (MAPK/ERK-Kinase-Kinasen) bezeichnet werden.
Die MKKs werden wiederum durch Phosphorylierung von MKK/MEK-Kinasen (MKKK/MEKKS) aktiviert.
In Hefe- und Saugetierzellen wurden einige homologe Kinasekaskaden gefunden, die darauf
hindeuten, daB konservierte MAPK-Signalwege in Eukaryonten existieren. Drei Signalkaskaden sind
hierbei relativ gut verstanden. Dazu gehéren die MAPKs ERK1/ERK2 (auch als p42/p44 MAPKs
bezeichnet), die p38/HOG1-Kinasen und die c-Jun-N-terminalen Kinasen/StreB-aktivierten Protein-
Kinasen (JNK/SAPKSs). Bei den menschlichen JNKs sind drei Hauptformen bekannt, die homolog zu
Proteinkinasen sind, welche in der Ratte SAPKs genannt wurden (Kyriakis et al., 1994). JNK1 (p46) ist
das menschliche Homolog zur Ratten-SAPKYy, JNK2 (p54) das menschliche Homolog zur Ratten-
SAPKo, und JNK3 (p49) das Homolog zu SAPKp. JNK3 wird spezifisch im Gehirn exprimiert (Mohit et
al., 1995). Jede MAPK-Gruppe wird durch spezifische MKKs phosphoryliert und aktiviert. MEK1 und
MEK2 aktivieren die ERKs, MKK3 und MKK®6 die p38-Kinasen und MKK4 (SEK-1/JNKK1) aktiviert die
JNK/SAPKs. Die MKKs werden wiederum von den MKKKs an Serin/Threonin phosphoryliert und damit
stimuliert. Mittlerweile sind eine ganze Reihe MKKKs - insbesondere fiir den JNK/SAPK-Signalweg -
gefunden worden, die von unterschiedlichen externen Stimuli induziert werden kénnen und damit die
MAPK-Signalwege modulieren (Fanger et al., 1997 (Review); Su und Karin, 1996 (Review); Gerwins et
al.,, 1997). Dies deutet auf die groBe Bedeutung der MAPK-Signalwege hin. lhre Funktion ist die
positive Regulation von einigen Transkriptionsfaktoren, wie z. B. SRF, NF-kB, ATF-2 und c-Jun (Hill
und Treisman, 1995), und sie sind in die post-transkriptionale Kontrolle der Genexpression involviert
(Su und Karin, 1996). Dabei agieren sie nicht nur als Informationstrédger zwischen Plasmamembran
und  Genexpression-kontrollierenden  Kernproteinen, sondern  bilden einen  komplexen
Kontrollmechanismus, der die verschiedenen externen und internen Signale verstarken und integrieren

kann.



3 Einleitung 24

Die MAPK-Signalwege kénnen als Antwort auf Strahlung, DNA-schadigende Chemikalien,
Proteinsynthese-Inhibitoren, Hitzeschock, osmotische Verdanderungen und andere StreBfaktoren, die
auf die Zelle einwirken, aktiviert werden. Zusatzlich reagieren sie auf spezifische
Wachstumsfaktorrezeptor-Tyrosinkinasen und an heteromere G-Protein-gekoppelte Sieben-
Transmembranrezeptoren wie auch auf Zytokinrezeptoren (Johnson und Vaillancourt, 1994; Seger und
Krebs, 1995). Damit kénnen die Mitglieder der MAPK-Familie selektiv zur Regulation von
verschiedenen zelluldren Antworten beitragen. So regulieren z. B. spezifische MAPK-Signalwege die
Gene, die mit der Zytokin-Biosynthese von TNFa, IL-2 und IL-4 assoziiert sind (Lee et al., 1994).
Zusétzlich scheinen auch der Wachstumsstopp, die Differenzierung und selbst die Apoptose einer
Zelle mit der Aktivitdt von MAPK-Familienmitgliedern assoziiert zu sein. Dartber hinaus wird diskutiert,
ob die unterschiedlichen MAPK-Signalwege und das Gleichgewicht ihrer Aktivitdt nicht fir das
Schicksal einer Zelle bestimmend sind. Insbesondere in den letzten Jahren zeigten einige Studien, daB
JNK/SAPKSs notwendig und zum Teil ausreichend fir die Vermittlung von Apoptose sind (Verheij et al.,
1996; Xia et al., 1995), obwohl andere Berichte die Wichtigkeit der JNK/SAPKs in Frage stellen
(Johnson et al., 1996; Liu et al., 1996). Andererseits wurde berichtet, daB die Aktivierung des ERK-
Signalweges eine schitzende Funktion gegenlber dem Zelltod darstellt und damit dem Effekt von
Faktoren, die Apoptose vermitteln, entgegenwirkt (Xia et al., 1995; Gardner und Johnson, 1996). In
dieser Arbeit konnte die Aktivierung von JNK/SAPKs wahrend des CD95-vermittelten Zelltodes gezeigt
werden. lhre Bedeutung fir den CD95-Signalweg wird in Kapitel 6.5 besprochen.
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4 Wissenschaftliche Fragestellung

Neuere Forschungen zeigen, daB die CD95-induzierte Apoptose von zentraler Bedeutung bei der
Homdostase des Immunsystems, der Leber, des Gastrointestinaltrakts und vieler anderer Gewebe ist.
Auch scheint sie bei der Aufrechterhaltung des immunprivilegierten Status einiger Gewebe eine
wichtige Rolle zu spielen. Zusétzlich ist sie an der Beseitigung geschadigter Gewebe beteiligt. Das
CD95-Rezeptor/Liganden-System ist auch von zentraler Bedeutung bei der Entstehung verschiedener
Krankheiten, bei denen es zur Stérung des Apoptosegleichgewichts kommt, wie z. B. bei Autoim-
munkrankheiten, Krebs oder AIDS (s. Kapitel 3.4).

Um ein Eingreifen in Apoptosevorgange auf molekularer Ebene zu ermdglichen, ist es wichtig, die

intrazellularen Prozesse zu entschlisseln, die zum Zelltod fihren. Es ergaben sich folgende Fragen:

e Wie wird die Stimulation des CD95-Rezeptors in der Zelle in ein Todessignal umgesetzt?
e Welche Signalmolekile sind daran beteiligt?
e Welche Funktionen haben diese Signalmolekile, und wie wird ihre Aktivitat reguliert?

e Sind die zu erwartenden Signalwege allgemeingultig fir den CD95-Signalweg oder sind sie
zellspezifisch?

e Welche Mdglichkeiten der Modulation des CD95-Signalweges existieren?

e Wie sieht das distale Apoptosesignal aus?

e Gibt es in Hinsicht auf die Signalwege Kreuzreaktivitdten zwischen verschiedenen Apoptose-

induzierenden Rezeptoren oder vielleicht sogar ein konserviertes Todesprogramm?
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5 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind Uberwiegend publiziert und wurden durch weitere Daten
vervollstandigt und aktualisiert. Die Resultate des Kapitels 5.1 sind Uberwiegend in Kischkel et al.
(1995), Chinnaiyan et al. (1995b), Muzio et al. (1996), Medema et al. (1997) und in Kischkel et al.
(1997), die Daten des Kapitels 5.2 in Cahill et al. (1996) und des Kapitels 5.3 in Peter et al. (1997a)
verdffentlicht. Es werden lediglich die eigenen Versuche wiedergegeben. Sollten Experimente nicht
von mir durchgefuhrt worden sein, welches jedoch wichtig fir das Versténdnis sind, wird nachfolgend

extra darauf hingewiesen.

5.1 CD95-assoziierte Molekiile

Zur ldentifizierung von Molekilen, die mit dem CD95-Rezeptor assoziieren, wurde folgende Strategie

gewahlt:

e Auswahl und Charakterisierung geeigneter Zellinien, die den Rezeptor exprimieren und

sensitiv gegenliber CD95-vermittelter Apoptose sind

e Wahl einer geeigneten Methode zur Identifizierung der assoziierten Signalmoleklle mit

unstimuliertem und stimuliertem Rezeptor

5.1.1 Untersuchung des unstimulierten Rezeptors

5.1.1.1 Charakterisierung von Zellinien

Die am besten charakterisierte Zellinie in Bezug auf CD95-Expression und Sensitivitdt ist die
menschliche B-lymphoblastoide Zellinie SKW6.4. Mit Hilfe dieser Zellinie wurde in unserem Labor der
Antikérper anti-APO-1 entwickelt (Trauth et al., 1989) und spater der Rezeptor aufgereinigt (Oehm et
al., 1992). Die Rezeptordichte bei dieser Zellinie liegt bei etwa 4x10* Rezeptoren pro Zelle (Trauth et
al., 1989). Ausgehend von dieser Zellinie wurden weitere Zellinien gefunden, die den Rezeptor
exprimieren und sensitiv gegentber der CD95-vermittelten Apoptose sind. Die Expression der
verschiedenen Zellinien konnte durch Markierung der Rezeptoren auf der Zelloberflache mit anti-APO-
1, anschlieBender Fluoreszenzanalyse und im Vergleich mit der Referenzzellinie SKW6.4 bestimmt
werden. Die CD95-Expression der in dieser Arbeit verwendeten Zellinien ist in Tabelle 5.1
zusammengefaBt. Die Burkitt-Lymphoma-Zellinie BL-60 exprimiert sehr wenig CD95 auf der
Zelloberflache. Nach Transfektion mit der cDNA fir humanes CD95 findet man eine Expression, die
der von SKW6.4 im Klon K50 entspricht (Oehm et al., 1992). K2.2 ist eine BL-60-Transfektante, die ein
intrazelluldr deletiertes CD95 tragt (Kischkel et al., 1995). Die andern Zellinien haben eine hohe
Expression von CD95 auf der Zelloberflache, wie der Vergleich mit SKW6.4 zeigt. Zusétzlich lieB3 sich
die Menge der CD95-Expression durch Western-Blot oder durch Oberflachenbiotinylierung bestimmen
(Abb. 5.1A, Abb. 5.3 und Abb. 5.7).
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Zellinie Kontrolle (DFI) anti-APO-1 (DFI)
BL-60 1,2 (4,0) 10,0 (22,5)
K50 2,5 (2,6) 99,2 (57,8)
K2.2 0,8 (3,6) 96,2 (36,7)
HUT78 0,3 (3,2) 99,9 (56,7)
SKW6.4 0,2 (3,3) 99,9 (57,8)
Boe" 2,4 (3,9) 95,0 (71,0)
Jurkat 0,6 (2,9) 99,9 (41,8)
Raji 1,0 (3,6) 93,4 (57,7)
H9 2,79 (2,9) 97,9 (58,2)

Tabelle 5.1: Oberflachenexpression von APO-1 auf verschiedenen Zellinien
Die angegebenen Zellinien wurden mit anti-APO-1 als detektierendem Antikdrper geféarbt und die Expression im
DurchfluBzytometer gemessen. Angegeben ist der Anteil an APO-1-positiven Zellen in Prozent und die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (DFI).

Abb. 5.1: Charakterisierung von Zellinien gegeniiber anti-APO-1-vermittelter Apoptose
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A: Western-Blot-Analyse von CD95-Expression in verschiedenen Zellen
B: Sensitivitat verschiedener Zellinien gegenuber anti-APO-1-vemittelter A&)optose (BL-60: weiBer Kreis; K50:

schwarzer Kreis; SKW6.4: schwarzes Dreieck; HUT78: weiBes Dreieck; Boe™: schwarzes Viereck).
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(Fortsetzung Abb. 5.1)

C: SKW6.4 wurde mit 20 (Kreis), 100 (Raute) oder 500 ng/ml (Quadrat) anti-APO-1 bei 37 °C fiir die angegebene
Zeit inkubiert.

Der Prozentsatz an apoptotischen Zellen wurde nach der Methode von Nicoletti (s. Material und Methoden)
bestimmt.

Alle Zellinien wurden auf ihre Sensitivitdt gegeniber anti-APO-1-vermittelter Apoptose getestet. Die
apoptotischen Zellen wurden nach der Methode von Nicoletti gemessen (Nicoletti et al., 1991). Der
Prozentsatz der apoptotsichen Zellen stieg mit der Konzentration des Antikérpers an (Abb. 5.1B).
Lediglich BL-60- und Boe"-Zellen starben selbst mit hohen Konzentrationen an anti-APO-1 nur zu
einem geringen Prozentsatz. Fir BL-60 1aBt sich das mit der geringen CD95-Expression erklaren,
wahrend die Boe™ -Zellinie trotz hoher Rezeptordichte resistent ist. Diese Zellinie wurde in dieser Arbeit
eingehender untersucht (Kap. 5.1.2.6).

Der EinfluB verschiedener Konzentrationen an anti-APO-1 auf die Kinetik der Apoptose ist
exemplarisch in Abb. 5.1C flr die Zellinie SKW6.4 gezeigt. H6here Konzentrationen des Antikdrpers
beschleunigten den Ablauf der Apoptose, erhbéhten aber nicht den absoluten Prozentsatz an

apoptotischen Zellen nach 24 Stunden Inkubationsdauer.

5.1.1.2 Methode zur Identifizierung CD95-assoziierter Sighalmolekiile

Zur ldentifizierung von CD95-assoziierten Signalmolekilen muBte eine geeignete Methode gefunden
werden. In unserem Labor wurde der agonistische, monoklonale Antikdrper anti-APO-1 entwickelt
(Trauth et al., 1989). Dieser konnte den Rezeptor immunpréazipitieren, so daB3 sich der Rezeptor damit
aufreinigen lieB (Oehm et al, 1992). Mit seiner Hilfe sollten die assoziierten Molekiile

koimmunprazipitiert werden.

Um ein membranstandiges Molekil wie den CD95-Rezeptor zu reinigen, miissen die Zellen lysiert
werden. Hierzu dienen in der Regel Detergenzien. Je starker das Detergens nicht-kovalente,
hydrophobe Wechselwirkungen aufhebt, desto leichter werden schwache Assoziationen von Molekdl
zu Molekdl unterbunden und so nicht mehr erkennbar. Deshalb ist die Wahl des Detergens ein
wichtiges Kriterium. In dieser Arbeit wird hauptsachlich mit Brij-58, Nonidet P-40 (NP-40) und
Triton X-100 gearbeitet. Dabei stellte sich Triton X-100 als das am besten geeignete Detergens heraus
(vgl. Kapitel 5.1.2.1).

Ein Markierungsverfahren, das fast alle zelluliren Proteine markiert, ist die *°S-metabolische
Markierung mit **S-Cystein/Methionin. Die Markierung ist von der Expressionsrate und dem Methionin-
und Cysteingehalt des Proteins abhangig. Dieses Verfahren schien eine geeignete Methode zur
Identifizierung assoziierter Molekille zu sein. Die Zellen wurden dabei 20 bis 24 Stunden mit *°S
inkubiert, was ungefdhr einer Zellteilung entsprach, um auch gering exprimierte Proteine zu
detektieren.

Die Reinigung des Rezeptors und assoziierter Proteine mittels SDS-PAGE wurde als Analyseverfahren
gewahlt. Die verwendete Auftrennung lag zwischen 14 und 200 kDa (12%iges Gel). Um auch gering
markierte Proteine aufzusplren, wurde die Auflésung durch zusétzliche Trennung nach Ladung

erhéht, was der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-IEF/SDS-PAGE) entspricht. Die Proteine
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werden hierzu in der ersten Dimension auf einem vorgelegten pH-Gradienten nach ihrem
isoelektrischen Punkt (pl) aufgetrennt, bevor sie in der zweiten Dimension einer konventionellen SDS-
PAGE unterzogen werden. Man kann Uber verschiedene pH-Bereiche auftrennen. Da die zu
suchenden Proteine einen unbekannten pl hatten, wurde ein mdglichst groBer Trennbereich
angestrebt. Hierzu wurde die Trennung verwendet, die im Labor etabliert war und einen pH-Bereich
von etwa 4,3-9,0 mit einem linearen Trennbereich von pH 5,5 bis 7,5 versprach. Es stellte sich jedoch
heraus, daB der basische Bereich nur bis etwa pH 7,5 abgedeckt wurde. Da die meisten publizierten
Signalmolekile einen leicht sauren pl besitzen, wurde die isoelektrische Fokussierung nicht weiter

modifiziert.

5.1.1.3 Keine spezifischen konstitutiven Assoziationen mit CD95

Mit Hilfe des Antikérpers anti-APO-1 wurde der Rezeptor in verschiedenen Zellinien immunpréazipitiert
und dann zweidimensional analysiert. K50 stellte sich als besonders geeignete Zellinie heraus, da der
Uberexprimierte Rezeptor ein deutliches Signal ergab. Dabei konnten im zweidimensionalen Gel keine
reproduzierbaren Assoziationen festgestellt werden (Abb. 5.2B). Triton X-100 diente als Detergens,
und um unspezifische Assoziationen, die durch Bindung an die Tragersubstanz oder den Antikdrper
entstehen, zu erkennen, wurde ein unspezifischer, isotypgleicher Antikérper (FII23c) zur

Kontrollimmunprézipitation verwendet (Abb. 5.2A).

Schon bei diesen Immunpréazipitationen (IPs) stellte sich Brij-58 als nicht geeignetes Detergens
heraus. Es wurden namlich unter diesen Bedingungen Assoziationen mit dem Transferrin-Rezeptor,
IgM-Rezeptor, CD-20, MHC Klasse | und Klasse Il in K50 gefunden (Daten nicht gezeigt). Da eine
Assoziation von CD95 mit dem Transferrin-Rezeptor unwahrscheinlich erschien, wurde dieses

IEF kDa
g — -220
e R -97
e B o e -67
R TR YL R SR T
: -30
-21
g ; . ' N
{m 14
oH- H+  OH H+

Abb. 5.2: Keine konstitutiv assoziierten Molekiile mit dem unstimulierten Rezeptor

Metabolisch markierte K50-Zellen wurden zuerst in einem Puffer mit Triton X-100 lysiert. Im Anschluf3 wurde
hintereinander mit FlI23c- (A) und dann mit anti-APO-1-Antikérper (B) jeweils gekoppelt an Protein A-
Sepharose immunprazipitiert. Das Immunpréazipitat wurde dann auf einem 2D-Gel aufgeldst.
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Detergens nicht weiter verwendet.

5.1.2 Der Tod-induzierende Signalkomplex (,,Death-Inducing Signaling Complex“, DISC)

5.1.2.1 Oligomerisierung von CD95 fiihrt zur sofortigen Rezeptor-Aggregation

Die Induktion von Apoptose durch den CD95-Rezeptor bendtigt die Kreuzvernetzung des Rezeptors
(Dhein et al., 1992). Kreuzvernetzung von CD95 in HUT78 -Zellen durch den agonistischen 1gG3
anti-APO-1 monoklonalen Antikérper (mAk) und IP mit Protein A-Sepharose resultierte in der
Detektion von SDS-stabilen CD95-Aggregaten mit hohem Molekulargewicht (Abb. 5.3A, Bahn 2).
AnschlieBend wurde das verbliebene, nicht kreuzvernetzte CD95 mit immobilisiertem anti-APO-1
immunpréazipitiert. Der CD95-Rezeptor lag dabei lediglich in der monomeren Form vor (Abb. 5.3A,
Bahn 4). Die Aggregatbildung dagegen benétigt die Bindung von anti-APO-1, da unbehandelte Zellen
nur monomeres CD95 besitzen (Abb. 5.3A, Bahn 3). Besonders signifikante Mengen am oligomeren
CD95 wurden mit dem Detergens Brij-58 detektiert, doch wurde unter diesen Bedingungen CD95 nicht
effizient solubilisiert (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde in allen folgenden Experimenten der
Triton X-100 als Detergens verwendet. Die Bildung von CD95-Oligomeren mit hohem
Molekulargewicht war sehr schnell und geschah bereits 1 s nach Rezeptorkreuzvernetzung (Abb.
5.3B). In den K50-Zellen lieB sich eine CD95-Spezies von hohem Molekulargewicht von etwa 110 kDa
erkennen, nachdem der Rezeptor kreuzvernetzt und mit Protein A-Sepharose immunprazipitiert
worden war (Abb. 5.3B, Bahnen 2 bis 5). In diesem Immunkomplex war kaum noch ein monomerer

Rezeptor zu erkennen (Abb. 5.3).
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Abb. 5.3: Kreuzvernetzen von CD95 resultiert in Rezeptor-Aggregation

A: CD95-Western-Blot mit einem biotinylierten anti-APO-1. HUT78-Zellen wurden ohne (-) und mit (+) anti-
APO-1 fir 5 min inkubiert. Die Zellen wurden in einem Puffer mit 1% Brij-58 lysiert. CD95 wurde mit Protein A-
Sepharose (Bahnen 1 und 2) immunprazipitiert, gefolgt von kovalent-gekoppelten anti-APO-1 (Bahnen 3 und
4). Unter nicht denaturierenden Bedingungen erscheint der monomere CD95 in HUT78 manchmal als eine
Doppelbande, wahrscheinlich wegen einer Inhomogenitét in der N-Glykolisierung.

B: Anti-APO-1-IPs von **S-markierten K50-Zellen, die mit anti-APO-1 fiir unterschiedliche Zeiten stimuliert und
dann in Lysepuffer mit 1 % Triton X-100 lysiert wurden. Der stimulierte Rezeptor (kreuzvernetzte Rezeptor)
wurde mit Protein A-Sepharose CL-4B immunprazipitiert und duch SDS-PAGE analysiert.

Die Position des monomeren (CD95™) und des aggregierten (CP95% CD95 auf den Gelen sind angegeben.
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5.1.2.2 Assoziation von CAP1-4 an den oligomerisierten Rezeptor

Um Signalmolekdile zu identifizieren, die direkt mit dem oligomerisierten Rezeptor interagieren, wurden
metabolisch markierte K50-Zellen vor der Lyse mit anti-APO-1 (Isotyp 1gG3) inkubiert. Nach der Lyse
lieB sich der kreuzvernetzte (stimulierte) Rezeptor mit Protein A-Sepharose immunprazipitieren (Abb.
5.4B). Der monomere (nicht-stimulierte) Rezeptor wurde immunprazipitiert, indem der Antikérper nach
der Lyse dazugegeben wurde (Abb. 5.4A). Nur im stimulierten Fall traten die assoziierten Proteine auf.
Sie wurden CAPs genannt (fir ,Cytotoxicity-dependent APO-1-associated Proteins®). Insgesamt vier
CAPs lieBen sich detektieren (CAP1, 27 kDa, pl 5.2; CAP2, 28 kDa, pl 5.15; CAP3, 27 kDa, pl 5.05
und CAP4, 55 kDa, pl 5.02; Abb. 5.4C). Diese Proteine wurden nicht in Immunprazipitaten von nicht-
stimulierten Zellen gefunden (Abb. 5.4A). Die Assoziation der CAPs erfolgte bereits 1 s nach anti-
APO-1-Stimulation (Abb. 5.4D). Diese Kinetik korrelierte mit der Bildung der SDS-stabilen CD95-
Spezies (Abb. 5.3B). Die Schnelligkeit dieser Reaktion deutet darauf hin, daB die Assoziation der
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Abb. 5.4: Identifizierung der CAPs durch IP mit ani-APO-1-Ak

A: Metabolisch markierte K50-Zellen wurden in Lysepuffer mit 1 % Triton X-100 lysiert und erst dann wurde anti-
APO-1-Ak dazugegeben und immunprazipitiert.

B: Metabolisch markierte K50-Zellen wurden 5 min bei 37 °C mit anti-APO-1-Ak stimuliert und dann lysiert.

CD95 wurde in beiden Fallen mit Protein A-Sepharose CL-4B immunpréazipitiert und auf einem 2D-Gel analysiert.
CAP1-4 sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

C: Schematische Darstellung der Migrationspositionen von CD95 und den CAPs.

D: Kinetik der Assoziation der kleinen CAPs. Anti-APO-1-IPs von 2°S-markierten K50-Zellen, die mit anti-APO-1
fir eine angegebene Zeit stimuliert wurden. Protein A-Sepharose CL-4B wurde zur IP benutzt und das
Immunprazipitat wurde mit SDS-PAGE analysiert. Die Region mit den kleinen Molekulargewichten ist abgebildet,
und die Migrationsposition der kleinen CAPs ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Bande bei 30 kDa
reprasentiert eine Hintergrundbande.



5 Ergebnisse 32

CAPs den Anfang des CD95-Todessignals markiert. Daher wurden der aggregierte Rezeptor und die
assoziierten CAPs als der ,Tod-induzierende Signalkomplex“ (,Death-Inducing Signaling Complex*,
DISC) bezeichnet.
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Abb. 5.5: Die Assoziation der CAPs mit dem CD95 benétigt die Stimulation mit dem zytotoxischen anti-
APO-Ak

A: Messung der Apoptosesensitivitdt nach der Nicoletti-Methode. K50-Zellen wurden in Medium (Bahn 1), mit
2 ug/ml anti-APO-1 (IgG2b) (Bahn 2), mit 2 ug/ml anti-APO-1 (IgG2b) + 10 pg/ml anti-Maus-IgG Fc-spezifisch

(Bahn 3) oder mit 2 pg/ml anti-APO-1 (IgG3) (Bahn 4) fir 20 h inkubiert. Die Experimente wurden in Tripletts
durchgefiihrt. Der Mittelwert und die Standardabweichung sind angegeben.

B-D: CD95-IP von 35-markierten Zellen. Metabolisch markierte K50-Zellen wurden in Trition X-100-Lysepuffer
lysiert. Ein nicht-bindender IgG3-Kontroll-mAk F1123c wurde zugegeben (B) oder Zellen wurden zuerst mit IgG3
anti-APO-1 (C) oder IgG2b anti-APO-1 (D) inkubiert und dann lysiert. In allen Fallen wurde der Antikérper mit
Protein A-Sepharose CL-4B immunpréazipitiert und das Immunprazipitat wurde auf 2D-Gelen analysiert. Der Teil
des Gels mit CD95 und den CAPs ist gezeigt. Die Migrationspositionen der CAPs sind gekennzeichnet.

Ob das Erscheinen der CAPs nur von der Kreuzvernetzung des Rezeptors durch den zytotoxischen
anti-APO-1-mAk abhéngt, wurde in einem Experiment untersucht, in dem nicht-zytotoxischer IgG2b-
anti-APO-1-Isotyp verwendet wurde (Abb. 5.5). Konsistent mit friheren Ergebnissen (Dhein et al.,
1992) tétete nur der IgG3-anti-APO-1-mAk K50-Zellen (Abb. 5.5A, Saule 4). Beide Isotypen 1gG2b und
IgG3 des anti-APO-1-mAk immunpréazipitierten gleiche Mengen an CD95 (Abb. 5.5C und D) im
Gegensatz zum Kontrollantikérper FlI23c  mit dem Isotyp 1gG3 (Abb. 5.5B). Jedoch
koimmunpréazipitierte nur der IgG3-Isotyp von anti-APO-1 die CAPs (Abb. 5.5C). Dies deutet darauf
hin, daB die Detektion dieser Proteine mit der Induktion von Apoptose assoziiert ist. Die
Wechselwirkung der CAPs ist spezifisch fir CD95, denn es konnten keine Assoziationen mit anderen
Rezeptoren, wie z. B. dem Transferrin-Rezeptor (Abb. 5.6B) oder dem MHC Klasse Il in SKW6.4 oder
K50, die mit anti-APO-1 stimuliert wurden, gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5.6: Die CAP-CD95-Assoziation ist spezifisch

Metabolisch markierte SKW6.4-Zellen wurden mit anti-APO-1 (IgG3) fir 5 min inkubiert, lysiert und nacheinander
mit anti-lgG1-Agarose (A), mit anti-TfR-mAk (IgG1) an anti-lgG1-Agarose gekoppelt (B) und mit Protein A-
Sepharose CL-4B (C) immunprazipitiert. TfR ist mit einer gestrichelten Box, CD95 mit einer normalen Box und
die CAPs mit offenen Pfeilen gekennzeichnet.

5.1.2.3 CAP-Assoziation benétigt eine funktionsfahige CD95-Todesdoméne

Die Notwendigkeit einer funktionsfahigen Todesdoméane von CD95 fir die CAP-Assoziation wurde mit
BL-60-Zellen, die mit einer deletierten Version des CD95-Rezeptors transfiziert wurden, Uberprift.
Dem Konstrukt fehlten die letzten 57 C-terminalen Aminosauren (CD95A). Diesem deletierten CD95
fehlte etwa ein Drittel der Todesdoméane. Solch ein Rezeptor war unfdhig, ein Todessignal zu
transduzieren (ltoh und Nagata, 1993). Trotz hoher CD95A-Expression (Abb. 5.7A) wurden die
Transfektanten resistenter gegeniiber Apoptose als die BL-60-Zellen, die nur geringe Mengen an
endogenem CD95 exprimierten (vgl. Kap. 5.1.1.1). Dies deutet darauf hin, daB der deletierte Rezeptor
als dominant-negative Mutante agiert (Abb. 5.7B). Transfektanten, die nur in etwa gleiche Mengen
CD95A wie der endogene Rezeptor exprimierten, waren immer noch resistent (Daten nicht gezeigt).
CAP1-4 assoziierten nicht mit CD95A, wenn die Zellen mit IgG3 anti-APO-1 stimuliert wurden (Abb.
5.7D). Zusatzlich hatte Stefan Hellbardt (aus unserer Arbeitsgruppe) zytoplasmatische Teile von CD95
(CD95zT) rekombinant hergestellt, mit der Absicht herauszufinden, welche der Signalproteine an
solche Konstrukte in vitro binden wiirden. Als Kontrollen erzeugte er auch zwei mutierte CD95zTs: Ein
CD95zT mit einer 39 Aminosaure-langen C-terminalen Deletion und ein CD95zT mit einer
Punktmutation, die der Mutation im CD95 der Ipr® -Mause (Wanabe-Fukunaga et al., 1992) entsprach.
Beide Mutanten sollten kein Todessignal mehr erzeugen kdnnen (ltoh und Nagata, 1993). Alle
CD95zTs wurden mit einem 6-Histidin-Schwanz versehen und konnten somit direkt zur Prazipitation
mit einer Ni**-NTA-Agarosematrix eingesetzt werden. Die Prézipitationen zeigten, daB nur CAP1 und 2
an das Wildtyp-CD95zT binden konnten (Abb. 5.8C), sie aber nicht mit den mutierten CD95zTs
assoziierten (Abb. 5.8C und D). Das Wildtyp-CD95zT muBte damit eine "quasi" aktive Struktur
besitzen, denn unsere Daten zeigten, daB CAP1 und 2 in vivo nicht mit dem unstimulierten Rezeptor
wechselwirken. Allerdings konnten CAP3 und 4 nicht mit dem CD95zT interagieren, da die Struktur der
His-CD95zTs offensichtlich nicht fur ihre Bindung ausreicht. Aus den Daten geht hervor, dafB fiir die

Assoziation von CAP1-4 eine funktionsfahige Todesdoméane notwendig ist.
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Abb. 5.7: CAP1-4 assoziieren nicht mit dem verkiirzten CD95, daB als dominant-negative Mutante wirkt.
A: Ein Western-Blot von biotinyliertem Oberflachen-CD95 (wt) und einem reprasentativen CD95A-Klone (A).

B: Messung der Apoptosesensitivitdt nach der Nicoletti-Methode von BL-60 (o___0), K50 (=___*) und vier
CD95A-hoch exprimierenden Klonen (K1.2, e....e; K2.2, o----¢; K7.2; . . .2; K13.2, »- - -¢). Zellen wurden mit
unterschiedlichen Mengen an anti-APO-1 fur 16 h inkubiert. Die CD95A-Klone exprimierten ungefahr die gleiche
Menge an CD95A wie der Wildtyp-CD95-exprimierende Klon K50. Dies wurde durch IP und DurchfluBzytometrie
ermittelt (Daten nicht gezeigt). Die Abnahme der Apoptose der BL-60-Zellen bei hohen anti-APO-1-
Konzentrationen ist wahrscheinlich auf das monovalente Binden des anti-APO-1-mAb an den schwach
exprimierten CD95 zuriickzufihren.

C und D: CD95-IP von metabolisch markierten CD95A-Zellen mit anti-APO-1 nach (unstimuliert, C) oder vor
(stimuliert, D) der Lyse. Proteine wurden wie in Abb. 5.4 beschrieben analysiert. Schwarzer Pfeil: endogener
Wildtyp-CD95; Box: CD95A; offener Pfeil: Migrationspositionen der CAPs. Mit dem F01-Ak (s. Abb. 5.13) konnte

gezeigt werden, daB die CD95D-Zellen genausoviel CAP1 und 2 exprimieren wie die K50-Zellen (Daten nicht
gezeigt).
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Abb. 5.8: CAP1 und 2 binden an Wildtyp-CD95zT, aber nicht an mutiertes CD95zT

A: Gereinigte und mit Coomassie-gefarbte CD95zTs wurden mit 15 % SDS-PAGE analysiert (wt: Wildtyp-
CD95zT; cg: CD95zT mit der Ipr®-Mutation; A: CD95zT, dem die 39 C-terminalen As fehlen).

B: CAP1 und 2 assoziieren mit dem aggregierten CD95 in metabolischen markieren SKW6.4-Zellen.

C-E: Prazipitation von metabolisch markierten SKW6.4-Zellen nach Lyse mit 1% NP-40 Lysepuffer mit
rekombinatem CD95zT" (C) , CD95zT*® (D) oder CD95zT* (E) an Agarose gekoppelt. Die Bereiche mit den

CAPs, die ein geringes Molekulargewicht haben, sind wiedergegeben. Die Positionen von CAP1 und 2 sind mit
Pfeilen gekennzeichnet.



5 Ergebnisse 35

5.1.24 CAP-Proteine assoziieren selektiv nur mit aktiviertem CD95

Ob eine Stimulation fir die Bindung der CAPs notwendig ist, konnte ermittelt werden, indem HUT78-
Zellen mit anti-APO-1 stimuliert wurden und dann im Lysat hintereinander mit kovalent an Sepharose-
gekoppeltem anti-APO-1 und Protein A-Sepharose immunprazipitiert wurden (Abb. 5.9). Nur der
kreuzvernetzte CD95 assoziierte mit den CAPs (Abb. 5.9B, rechte Seite). CAP4 verhielt sich genau wie
die gezeigten CAP1-3. Der CD95-Rezeptor ist aufgrund geringer metabolischer Markierung in HUT78-
Zellen nur schwach zu erkennen. Die Menge an immunprazipierten CD95 war aber unter allen
Bedingungen vergleichbar (Abb. 5.9, linke Seite, Pfeile). Da das metabolische Markieren von CD95 in
HUT78-Zellen ineffizient war, wurde das Experiment mit den CD95-{iberexprimierenden K50-Zellen
wiederholt (Abb. 5.9C und D). Das Ergebnis war identisch. Zuséatzlich erhielt man in beiden Zellinien
die Assoziation der CAPs (inklusive CAP4) auch nur mit dem stimulierten CD95-Rezeptor, wenn
umgekehrt zuerst mit Protein A-Sepharose und dann mit kovalent an Sepharose-gekoppeltem anti-
APO-1 in den Lysaten immunprazipiert wurde (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Experimenten 1aBt
sich schlieBen, daB kreuzvernetzte (oligomere) und monomere CD95-Rezeptoren gleichzeitig auf der
Zelloberflache zu finden sind.

Die friihen Ereignisse im CD95-Signalweg lassen sich wie folgt zusammenfassen: Der CD95-Rezeptor
liegt auf der Zelloberflache in einer inaktiven "monomeren" Form vor. Die Signalmolekile befinden sich
im Zytoplasma (Abb. 5.10A). Nach Stimulation, die mindestens zu einer Trimerisierung fihren muB,
werden nach sehr kurzer Zeit die CAP-Proteine an den Rezeptor rekrutiert und bilden den DISC.
Momomere Rezeptoren auf den aktivierten Zellen liegen in ungebundener Form vor. Wenn der

Rezeptor durch den IgG2b-anti-APO-1-Ak nur dimerisiert wird, so reicht das nicht aus, um ein
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Abb. 5.9: Die CAPs assoziieren nur mit dem kreuzvernetzten CD95

Anti-APO-1-Immunprazipitate von HUT78 (A und B) oder K50-Zellen (C und D) wurden 5 min mit anti-APO-1
inkubiert, lysiert, und mit kovalent gekoppeltem anti-APO-1 (A und C) gefolgt von Protein A-Sepharose CL-4B (B
und D) immunprazipitiert. Die Bereiche der Gele sind gezeigt, auf denen CD95 (linkes Bild) und CAP1-3 (rechtes
Bild) zu sehen sind. Offene Pfeile: CAP1-3. Die Migrationspositionn von CD95 sind mit schwarzen Pfeilen
gekennzeichnet. Die Position von der metabolisch markierten leichten Kette des IgG aus K50-Zellen ist mit
einem kleinen, schwarzen Pfeil markiert. Das IgG bindet unspezifisch an die Sepharose und wird sehr nah an
CAP1 im 2D-Gel aufgeldst.
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Todessignal zu erzeugen. Entsprechend kommt es auch nicht zur DISC-Bildung (Abb. 5.10B).
Ebenfalls gibt es keine DISC-Bildung, wenn der Rezeptor in der Todesdoméne (DD, " Death Domain")

deletiert ist und kein Signal mehr erzeugen kann (Abb. 5.10C).
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Abb. 5.10: Die Rolle von CAP1-4 bei der CD95-vermittelten Apoptose.

A: CAP1-4 binden nur an den oligomerisierten CD95, aber nicht an den monomeren CD95.

B: Die durch den anti-APO-1-IgG2b-Ak induzierte Dimerisierung von CD95 flhrt nicht zur Assoziation von

CAP1-4 oder zur Zytotoxizitat.

C: CAP1-4 assoziieren nicht mit anti-APO-1-IgG3-stimuliertem CD95 in Zellen, die mit dem CD95 transfiziert

wurden. Dem transfizierten CD95 fehlten die 35 C-terminalen Aminosauren.
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5.1.2.5 DISC-Bildung findet sich in allen untersuchten CD95-sensitiven Zellen

DaB die DISC-Bildung ein ubiquitarer Schritt im CD95-Signalweg ist, konnte durch das Testen von
unterschiedlichen CD95-sensitiven Zellinien gezeigt werden. Der DISC wurde in T-Zell-Lymphomen
wie HUT78 und H9, in B-Zell-Lymphomen wie SKW6.4, BJAB, Raji und K50 sowie im Interferon-y-
aktivierten Colonkarzinom HT29 und im Interferon-y-aktivierten Hepatom Hep G2 gefunden (Abb.
5.11). Interferon-y wird fiir die Hochregulierung des CD95 in den beiden letzten Zellen bendtigt (von
Reyher, 1997). In allen Zellinien bestand der DISC aus CAP1-4, wohingegen die CAPs am
unstimulierten Rezeptor fehlten (Daten nicht gezeigt). Der Maus-DISC in Fibroblasten lieB sich in einer
murinen Fibroblastenzellinie L929 nachweisen. Es wurden mit humanem Rezeptor transfizierte L929-
Zellen (430-Zellen) verwendet, da kein entsprechender muriner anti-APO-1-Ak verfligbar war. Diese
Zellinie war sensitiv gegenilber anti-APO-1-vermittelter Apoptose, und es zeigte sich ein DISC-
ahnliches Bild. CAP1-4-analoge Molekile lieBen sich nachweisen. Die assoziierten Molekile CAP1
und 2 hatten einen basischeren pl als die humanen CAPs. CAP1 und 2 sind unterschiedlich
phosphorylierte Formen desselben Molekiils (vgl. Kap. 5.1.3), und die Maus-CAP1 und 2 lieBen sich
durch spezifische IP identifizieren (Abb. 5.11, letztes Bild, eingerahmter Kasten und Abb. 5.13E und F).
Murines CAP3 und 4 war ebenfalls zu erkennen Abb. 5.11, letztes Bild, Pfeil), jedoch wurden keine
weiteren Kontrollen zur Charakterisierung durchgefiihrt. Ihre GrdéBe und deren stimulationsabhéngiges

Auftreten waren die einzigen Kriterien zur Identifizierung.
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Abb. 5.11: Die DISC-Bildung wurde in allen CD95-sensitven Zellen gefunden

Die Analyse des CD95-DISC von verschiedenen metabolisch markierten Zellen. Im oberen linken Bild sind die
Migrationspositionen von CD95 und den CAPs angegeben. Im unteren rechten Bild ist der DISC einer mit
humanem CD95-transfizierten Mauszellinie L929 gezeigt. Die CAPs haben deshalb ein etwas anderes
Laufverhalten.
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5.1.2.6 Untersuchung der Zellinie Boe®

Die lymphoide pra-B-Zellinie Boe exprimierte vergleichbare Mengen an CD95 wie die untersuchten
CD95-sensitiven Zellen. Jedoch war sie fast resistent gegentber CD95-vermittelter Apoptose (Daten
nicht gezeigt). Wurde diese Zellinie fur zwei Wochen in anti-APO-1 (1 pg/ml) kultiviert, so erhielt man
eine vollstandig resistente Zellinie (Abb. 5.12A). Diese Resistenz blieb bis zu 6 Wochen Zellkultur ohne

anti-Apo-1-Zusatz bestehen (maximal getestete Zeitdauer). Die Expression von CD95 im vollstandig
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Abb. 5.12: Die resistente Zellinie Boe" 14Bt sich mit Cycloheximid sensitivieren

A: Messung der Apoptosesensitivitdit nach der Nicoletti-Methode von Boe® (o___0), Boe® + 10 ug/ml
Cycloheximid (CHX) (s___*) und der Vergleichszellinie SKW6.4 (0___ 0). Zellen wurden mit 2 ug/ml anti-APO-1
fr 20 h inkubiert.

B: CD95-IP von **S-markierten Zellen. 28 h metabolisch markierte K50-Zellen wurden in Triton X-100-
Lysepuffer lysiert. Acht Stunden vor der Lyse wurden kein (-) oder 10 pg/ml CHX (+) ins Medium dazugegeben.
Der unstimulierte (-) und stimulierte (+) CD95 wurde, wie in Abb. 5.4 beschrieben, immunprazipitiert. CD95 ist
als Box markiert.
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resistenten Phé&notyp blieb unverdndert hoch (Tabelle 5.1). Da die Resistenz nicht durch die
Expression von CD95 geregelt wurde, muBte der Grund daflr intrazelluldr zu finden sein. Schon im
ersten Schritt des Signalweges der DISC-Bildung lieB sich ein Unterschied erkennen; CAP1-4
assoziierten nicht mit dem stimulierten Rezeptor (Abb. 5.12B). Interessanterweise konnten die Zellen
mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) (Abb. 5.12A) oder dem Transkriptionsinhibitor
Actinomycin D (Act D) (Daten nicht gezeigt) sensitiviert werden. Doch auch in den sensitivierten Zellen
assoziierten die CAPs nicht mit CD95 (Abb. 5.12B). Die fehlende Assoziation von CAP1 und 2 lieB sich
spater auch mit einem mAk gegen CAP1 und 2 bestatigen (Daten nicht gezeigt). Auch konnte gezeigt
werden, daB die Expression von CAP1, 2 und 4 in den Zellen mit der Expression in den CD95-
sensitiven Zellen vergleichbar war. Dies wurde durch IP von CAP1 und 2 und Western-Blot von CAP1,
2 und 4 im Lysat von Boe"-Zellen gezeigt. Zusatzlich lieBen sich auch keine neuen assoziierten
stimulationsunabhangigen oder stimulationsabhangigen Molekile identifizieren. Der Grund fir die
Resistenz und der Signalweg in der sensitivierten Zellinie ist nicht geklart und wird in der Diskussion
(Kapitel 6.3) besprochen.

5.1.3 Identifizierung von CAP1 und 2 als FADD/Mort1

5.1.3.1 Charakterisierung von CAP1 und 2

FADD, bzw. Mort1 ist ein Molekil, das von zwei unterschiedlichen Gruppen fast zeitgleich kloniert
wurde (Chinnaiyan et al., 1995; bzw. Boldin et al., 1995). Dieses Molekiil bindet an den CD95-Rezeptor
und wurde Uber das Two-Hybrid-System gefunden, mit CD95zT als Assoziationspartner (s. Kapitel
3.5.2). Im folgenden wird das Molekil der Einfachheit halber nur noch als FADD bezeichnet. Um zu
testen, ob dieses Molekiil im DISC enthalten war, wurde ein affinitdtsgereinigter Kaninchenantikdrper
(FO1) generiert. Hierzu wurde ein Peptid synthetisiert, das den Aminosauren 130-148 von FADD —
einem Bereich in der Todesdomane — entspricht und damit Kaninchen immunisiert. Der
affinitatsgereinigte Antikérper erkannte spezifisch im Lysat von metabolisch markierten Zellen zwei
Formen von FADD, die mit CAP1 und 2 komigrierten (Abb. 5.13A). Die Spezifitdt der IP konnte gezeigt
werden, indem in Gegenwart des synthetisierten Peptids kompetitiv immunprazipitiert wurde. Dabei
wurden die beiden FADD-Formen nicht mehr erkannt (Abb. 5.13B). Zusétzlich lieBen sich CAP1 und 2
mit dem anti-FADD Ak (FO1) auch aus dem DISC reimmunprazipitieren (Abb. 5.13C). Der generierte
Antikbrper war jedoch nicht sensitiv genug fur einen Western-Blot. Mit Hilfe des mittlerweile
kommerziell erhaltlichen monoklonalen anti-FADD-Antikdrpers (Dianova, Hamburg) lieB sich die
FADD-Assoziation an den Rezeptor nach Stimulation zeigen (Abb. 5.13D). Sowohl aus den IPs als
auch aus dem Western-Blot ist ersichtich, daB FADD bereits im Zytoplasma in zwei Formen existiert.
Da die beiden Formen sich jedoch nicht nach Stimulation &ndern, bleibt die Funktion unklar (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 5.13: Charakterisierung von CAP1 und 2

A und B: IP von CAP1 und 2 mit dem F01-Ak in metabolisch markierten K50-Zellen ohne (A) und mit (B) dem
Peptidantigen als kompetitiver Inhibitor (1:4 molares Verhaltnis von Ak:Peptid). Immunprazipitat wurde auf 2D-
Gelen analysiert.

C: Reimmunprazipitation des DISC aus K50-Zellen mit dem F01-Ak.

D: Western-Blot mit dem kauflichen anti-FADD-Ak (Dianova, Hamburg). Lysat von 10° K50-Zellen (Bahn 1),
CD95-IP (unstimuliert) von 107 K50-Zellen (Bahn 2), DISC-IP (stimuliert) von 107 K50-Zellen (Bahn 3).

E: DISC-IP aus der mit humanen CD95-transfizierten Maus-Zellinie L929. Zellen waren metabolisch markiert und
Immunprazipitat wurde auf 2D-Gelen analysiert.

F: IP von Maus-CAP1 und 2 aus der in E. erwéhnten Zellinie.

CAP1 und 2 sind mit offenen Pfeilen markiert.

Stefan Hellbardt aus unserer Arbeitsgruppe konnte in in vivo-Phosphorylierungs- und in vitro-
Kinaseexperimenten zeigen, daB CAP2 eine phosphorylierte Form von FADD darstellt (Kischkel et al.,
1995; Carsten Scaffidi, persénliche Mitteilung). Die Phosphoaminosaureanalyse von CAP2 ergab eine
ausschlieBliche Serinphosphorylierung (Kischkel et al., 1995). Ob es sich bei CAP1 um eine niedriger

phosphorylierte Form von FADD oder um eine vollstdndig unphosphorylierte Form handelt, ist
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momentan noch unklar und wird von C. Scaffidi in seiner Doktorarbeit untersucht. In der Maus scheint
CAP1 zumindest nicht phosphoryliert zu sein (Zhang und Winoto, 1996).

Das FADD in der Maus konnte durch IP ebenfalls gefunden werden. Hierfiir wurden der anti-FADD Ak
(FO1) und die mit dem humanen CD95-transfizierte Zellinie L929 verwendet. Auch in dieser IP traten
zwei zusatzliche Spots auf (Abb. 5.13F), die in der IP mit Kontrollantikdrpern (Kaninchen-IgG) nicht
auftraten (Daten nicht gezeigt). Diese zwei zusétzlichen Spots liefen in der gleichen Héhe wie das
humane FADD, hatten aber einen basischeren pl. Sie komigrierten mit den Spots im Maus-DISC (Abb.
5.13E und Abb. 5.11, letztes Bild, eingerahmter Kasten) und wurden deshalb als die CAP1 und 2 in der
Maus gedeutet. Auf eine Reimmunpraziptation (RelP) von FADD im Maus-DISC wurde verzichtet. DaB
der anti-FADD Ak (FO1) das Maus-FADD Uberhaupt erkennen kann, liegt an der Sequenzéhnlichkeit
vom FADD in Mensch und Maus. Die Ahnlichkeit betragt 67,0% Uber das gesamte Molekll und 68,4%
Uber die Peptidsequenz (13 Aminosauren von 19 sind identisch), gegen die FO1 erzeugt wurde. Dies
lieB sich spater mit der publizierten FADD-Sequenz der Maus ermitteln (Zhang und Winoto, 1996 und
Hsu et al., 1996). Auch zeigte sich, daB Maus-FADD einen basischeren pl (5,85) als das menschliche
FADD (pl 5,50) besitzt, was mit dem basischeren Laufverhalten von Maus-FADD im 2D-Gel konsistent

ist.

5.1.3.2 Erste Hinweise auf eine Kinase, die FADD phosphoryliert

Aufgrund der Tatsache, daB FADD phosphoryliert wird (s.Kapitel 5.1.3.1), muB eine Proteinkinase
existieren. Als Ansatz, um diese Kinase zu identifizieren, wurde ein In-Gel-Kinase (IGK)-Test gewahlt
(Canhill et al., 1996). Bei diesem Experiment wird das Substrat in die Gelmatrix eines Polyacrylamid
(PAA)-Gels einpolymerisiert. Nach der SDS-PAGE werden die Proteine renaturiert. AnschlieBend wird
[v-P]-ATP zu dem Gel gegeben. Nur renaturierte Kinasen, die sich selbst phosphorylieren, oder
Kinasen, die das einpolymerisierte Protein als Substrat erkennen und phosphorylieren, werden in
diesem Experiment erkannt. Zur Detektion einer FADD-phosphorylierenden Kinase wurde
rekombinantes Histidin-FADD-Fusionsprotein als Substrat verwendet. Als Proben wurden GST- und
Histidin-FADD-Fusionsproteine verwendet. Nur wenn das GST-FADD-Fusionsprotein vor der SDS-
PAGE mit SKW6.4-Lysat fir 1 h inkubiert wurde, d. h., eine mégliche Kinase mit GST-FADD
prazipitiert wurde, erhielt man eine zusatzliche Bande von ca. 70 kDa (Abb. 5.14B, Bahn 4, Pfeil).
Diese Bande erschien nicht in den Kontrollbahnen, die mit GST allein oder mit GST und 1h
Vorinkubation mit SKW6.4-Lysat sowie mit GST-FADD allein geladen wurden (Abb. 5.14B, Bahn 1-3).
Auch blieb diese Bande in einem Kontrollgel ohne His-FADD (Abb. 5.14A, Bahn 1-3) aus. Eine geringe
Autophosphorylierung der FADD-phophorylierenden Kinase konnte beobachtet werden (Abb. 5.14A,
Bahn 4). Die gleichen Ergebnisse wurden mit Histidin-FADD-Fusionsprotein als Probe erhalten (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 5.14: Identifizierung einer Kinase, die FADD phosphoryliert

Die Proben wurden in einem 9%igen In-Gel-Kinase-Experiment untersucht ohne kopolymerisierten Substrat (A)
oder mit 40 ug/ml kopolymerisierten His-FADD (B). Es wurden rekombinantes GST (Bahn 1), GST-FADD-
Fusionsprotein (Bahn 2), in SKW6.4-Lysat vorinkubiertes GST (Bahn 3) und in SKW6.4-Lysat vorinkubiertes
GST-FADD-Fusionsprotein aufgetrennt. Der Bereich spezifischer Kinaseaktivitdit ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

5.1.4 FADD ermdglicht CAP3 und 4 die Assoziation an den Rezeptor

Uberexpression von FADD induziert Apoptose (Chinnaiyan et al., 1995 und Boldin et al., 1995). Eine
publizierte Deletionsmutante von FADD, NFD4 (nachfolgend als FADD-DN bezeichnet), konnte mit
CD95 interagieren, aber nicht mehr Apoptose initieren (Chinnaiyan et al., 1995) (Abb. 5.15A), was
darauf hindeutet, daB FADD-DN einen dominant-negativen Effekt auf den CD95-Signalweg haben
kdénnte. FADD-DN fehlen die ersten 80 N-terminalen Aminosduren, aber es besitzt noch die
Todesdoméane (DD), die flir die Assoziation mit der homologen DD von CD95 notwendig ist
(Chinnaiyan et al., 1995). Um die Effekte von der Deletionsmutante auf den DISC zu testen, wurden
stabile Zellinien von der Arbeitsgruppe von Vishva Dixit (Universitdt von Michigan, Ann Arbor,
Michigan, USA) erzeugt (Chinnaiyan et al., 1996¢). Die B Lymphom-Zellinie BJAB wurde hierzu mit
dem Expressionsvektor pcDNA3 oder mit dem FADD-DN-Expressionskonstrukt transfiziert. FADD-DN
enthielt zusétzlich noch ein AU-1-Peptid, um das Protein in den Zellen mit einem anti-AU-1-Ak
nachweisen zu kénnen (AU-1-FADD-DN). Die Expression von FADD-DN in einer Mischpopulation von
selektierten Klonen (BJAB-sFADD-DN) zeigte eine vollstandige Inhibition des CD95-induzierten
Zelltodes (Abb. 5.15B). Die FADD-DN-exprimierenden BJAB-Zellen waren nicht vollkommen resistent
gegenlber Apoptose, denn der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin und das Calciumionophor A23187
waren in der Lage, sowohl die FADD-DN als auch die Vektor-transfizierten Zellen gleich gut
umzubringen (Daten nicht gezeigt). Die CD95-Oberflachenexpression war vergleichbar in beiden
Zellinien, was durch DurchfluBzytometrie ermittelt wurde (Daten nicht gezeigt). Um die Mdglichkeit
einer klonalen Variation in den stabilen Zellinien auszuschlieBen, (das héatte der Grund fir die
beobachtete Resistenz sein kdnnen), wurde FADD-DN transient in BJAB- und Jurkat-Zellen
Uberexprimiert (Chinnaiyan et al., 1995).
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Die Vektor- und FADD-DN-transfizierten BJAB-Zellen wurden von uns auf DISC-Bildung untersucht.
Der unstimulierte Rezeptor zeigte in beiden Zellinien, wie erwartet, keine CAP-Assoziation (Abb. 5.16A
und C). Die DISC-Bildung an dem stimulierten CD95-Rezeptor in der Vektor-transfizierten BJAB-
Zellinie konnte problemlos gezeigt werden und diente als Kontrollexperiment (Abb. 5.16B). Um AU1-
FADD-DN auf dem Gel zu lokalisieren, wurde in BJAB-sFADD-DN mit einem anti-AU1-Ak
immunpréazipitiert. So lieB sich zeigen, daB FADD-DN ebenfalls als Doppelspot im 2D-Gel migrierte
(Abb. 5.16E). Gleiche Resultate wurden durch IP mit anti-FADD Ak (FO1) erzielt (Daten nicht gezeigt).
In den BJAB-sFADD-DN lieB sich nun eine Assoziation von FADD-DN an den stimulierten CD95-
Rezeptor zeigen, jedoch fehlten endogenes FADD, CAP3 und CAP4 (Abb. 5.16D). Ahnliche
Ergebnisse wurden mit MCF7-Zellen, transfiziert mit FADD-DN, erhalten (Daten nicht gezeigt). Aus
diesen Resultaten 1&Bt sich schlieBen, daB der N-Terminus von FADD, welcher bei FADD-DN fehlt, fur
die Rekrutierung und Assoziation von CAP3 und 4 verantwortlich ist.

A Death Effector Domain
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Abb. 5.15 FADD transduziert das CD95-Signal

A: Schematische Darstellung von FADD und FADD-DN (NFD-4). Die As fiir bestimmt Bereiche sind angegeben.
Die DED ist in dunkelblau, die DED ist in rot gezeichnet.

B: Messung der Apoptosesensitivitdt nach der Nicoletti-Methode von BJAB-Zellklonen transfiziert mit
Kontrollvektor (+___+) und mit FADD-DN (sFADD-DN ist eine Mischpopulation von selektierten hoch
exprimierenden Klonen (s---+). Zellen wurden mit der angegebenen Menge an anti-APO-1 flr 20 h inkubiert.
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Abb. 5.16: FADD-DN verhindert die Assoziation von CAP3 und 4 mit CD95

(Fortsetzung Abb 5.16)

A-D: BJAB-Zellen transfiziert mit dem Kontrollvektor (BJAB-Vektor) (A und B) und BJAB-sFADD-DN-Zellen (C
und D) wurden metabolisch markiert, lysiert, mit anti-APO-1/Protein A-Sepharose CL-4B immunpréazipitiert und
anschlieBend das Immunprazipitat auf 2D-Gelen analysiert. CAP1-4 sind nicht in den unstimulierten (A), aber in
den stimulierten (B) BJAB-Vektor-Zellen mit CD95 assoziiert. CAPs sind mit weiBen Pfeilen markiert. In den
unstimulierten BJAB-sFADD-DN (C) sind ebenfalls keine CAPs assoziiert. In den stimulierten BJAB-sFADD-DN
(D) ist lediglich FADD-DN mit dem Rezeptor assoziiert (FADD-DN ist mit schwarzen Pfeile gekennzeichnet).

E: IP mit anti-AU-1-Ak im Lysat von metabolisch markierten BJAB-sFADD-DN. Immunpréazipitat wurde auf 2D-
Gelen aufgetrennt und analysiert.

F: Schematische Darstellung der Migrationspositionen von CD95, CAP1-4 und FADD-DN.

Aus diesen Untersuchungen ergeben sich zwei wichtige SchluBfolgerungen: 1. CAP3 und 4 bendtigen
den N-Terminus von FADD zur Bindung und 2. CAP3 und 4 sind wahrscheinlich Apoptose-

Effektormolekile, die das Todessignal weiter in die Zelle leiten. Aus der Tatsache, daB diese
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Effektormolekile an den N-Terminus von FADD banden, ergab sich, daB FADD selber wahrscheinlich
keine zytotoxische Wirkung hat, vielmehr als Adapter fungiert und den Rezeptor an die
Effektormolekiile CAP3 und 4 koppelt (Abb. 5.17).

anti-APO-1
CD95

FADD-DN FADD-DN

K

>
& FADD-DN ‘ ‘ *
FADD-DN T

Abb. 5.17: Der Mechanismus der dominant-negativen Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose durch
FADD-DN

5.1.5 Identifizierung von CAP4 als Caspase-8 (FLICE/MACH/Mch5)

5.1.5.1 Identifizierung von CAP4

Zur Identifizierung von CAP4 wurde die Nano-Elektrospray-Tandem-Massenspektrometrie (Nano-ES-
MS/MS) verwendet (Mann und Wilm, 1995; Wilm und Mann, 1996). Sie ermdglicht, Peptidsequenzen
aus Proteinen zu erhalten, die aus SDS-PAA-Gelen isoliert wurden. Die Sequenzierung geschah in
Zusammenarbeit mit der Gruppe von Matthias Mann (EMBL, Heidelberg). Die Gruppe um M. Mann
hatte kurz zuvor die erste Klonierung eines unbekannten Testproteins mit dieser Technik publiziert
(Wilm et al.,, 1996). Dies bedeutet, daB der Versuch zur Detektion des DISC in groBem Ansatz
gefahren und die Proteine mit Silber angefarbt werden mufBten (Abb. 5.18). Der CAP4-Spot enthielt ca.
0,5 pmol Protein. Daraus wurden komplette Sequenzen von 5 Peptiden bestimmt, die insgesamt 41
Aminosaurereste umfaBten (Abb. 5.18). Zusatzlich konnten noch zwei Peptide, von denen
Teilinformationen zur Verfligung standen, zur Proteinsuche verwendet werden (Abb. 5.19A).
Homologiesuche in einer nicht redundanten Datenbank (NRDB, von C. Sander, European Molecular
Biology Laboratory) zeigte keine Ubereinstimmung zu bekannten Proteinen. Jedoch konnte in der
cDNA-Datenbank der Firma Human Genome Sciences eine 3,0 kb cDNA identifiziert werden, die ein
offenes Leseraster von 1437 bp besaB und ein neues Protein mit einem vorausgesagten
Molekulargewicht von 55,3 kDa und pl von 4,91 kodierte (Abb. 5.19A). Die GrdBe und der
isoelektrische Punkt dieses neuen Proteins entsprach den Daten von CAP4, die Uber 2D Gel-Analyse

ermittelt wurden. Das vermutete Initiator-Methionin (AAGATGG) stimmte mit der Konsensus Kozaks
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Sequenz flr die Initiation der Translation Uberein. Eine BLAST-Suche in der Protein-Datenbank
GenBank zeigte, daB es sich um eine neue cDNA handelt, die Homologie sowohl zu FADD als auch zu
Caspasen hat. Deshalb wurde sie von uns FLICE (FADD-&hnliches ICE, bzw. ,FADD-like ICE")
genannt (Muzio et al., 1996). Exakt dasselbe Molekll wurde zeitgleich von einer anderen Gruppe
publiziert und als MACH bezeichnet (Boldin et al., 1996). Eine dritte Gruppe klonierte eine Isoform des

Molekdls und nannte es Mch5 (Fernandes-Alnemri et al., 1996).

Silberfarbung
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Abb. 5.18: Nano-ES-MS/MS Sequenzierung von CAP4

A: Praparation eines Silber-gefarbten 2D-Gels von immunprazipitiertem DISC aus K50-Zellen.

Autoradiographie einer DISC-IP von metabolisch markierten K50-Zellen. CD95 wurde durch eine gestrichelte
Box und CAP mit einem rotem Pfeil markiert.

B: Teil des Massenspektrums von dem Peptid-Mix, das aus dem CAP4-Spot und anschlieBendem In-Gel-Verdau
(Fortsetzung Abb 5.18)

mit Trypsin. Die Peaks der tryptischen Peptide (T1-T7) wurden mit Nano-ES-MS/MS sequenziert. Die meisten
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nicht gekennzeichneten Peaks sind Produkte, die durch Trypsinautolyse entstanden sind.

Sequenzierung des in Abb. 5.18C gezeigten Peptids Nr. 4 (m/z = 626.5) mit Tandemmassenspekirometrie. Die
Fragmentierung des tryptischen Peptids an seinen Amidbindungen erzeugt hauptsachlich lonen, die den C-
Terminus des Peptids besitzen (bezeichnet als Y"1, Y"2, usw.; Roepstorff und Fohiman, 1984). Die Hélfte des
tryptischen Verdaus wurde in diesem Experiment verwendet.

C: Die sequenzierten Peptide; aufgrund der Sequenziermethode lieBen sich die As Isoleucin und Leucin nicht
unterscheiden, da sie beide das gleiche Molekulargewicht haben. Fir die Peptide T6 und T7 wurden "peptide
sequence tags" erhalten (Mann wund Wilm, 1994), die eindeutig die entsprechenden Peptide
VFFIQACQGDNYQK und GIPVETDSEEQPYLEMKLSSPQTR in der Caspase-8-Sequenz identifizieren konnten.

A

MDFSRNLYDIGEQLDSEDLASLEFLSLDYIPQRKOQEPIKDALMLEFQRLOEKRMLE
ESNLSFLKELLFRINRLDLLITYLNTRKEEMERELQTPGRAQISAYRVMLYQISE
EVSRSELRSFKFLLOQEEISKCKLDDDMNLLDIFIEMEKRVILGEGKLDILKRVCA
QINKSLLKIINDYEEFSKERSSSLEGSPDEFSNGEELCGVMTISDSPREQDSESQ
TLDRKVYQMKSKPRGYCLIINNHNFAKAREKVPKLHSIRDRNGTHLDAGALTTTEE
ELHFEIKPHDDCTVEQIYEILKIYQLMDHSNMDCFICCILSHGDKGIIYGTDGQE
PPIYELTSQFTGLKCPSLAGKPREFEFIQACQGDNYQKGIPVETDSEEQPYTLEMDL
SSPOTRYTPDEADFLLGMATVNNCVSYRNPAEGTWYIQSLWQSLRERCPRGDDIL
TILTEVNYEVSNKDDKKNMGIQMPQPTFTLRKKLVEPSD

1 32 175 278
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Abb. 5.19: Sequenzanalyse von Caspase-8

A: Abgeleitete Aminoséduresquenz aus dem Caspase-8-Genprodukt. Die durch Nano-ES-MS/MS erhaltenden
Sequenzen (T1-T7) sind fett gedruckt. Peptid T5 wurde in der Sequenz des Peptids T1 gefunden. Die Peptide T6
und T7 (unterstrichende As) waren "peptide sequence tags".

B: Schematisches Modell des Caspase-8-Proteins. Der N-terminale Teil von Caspase-8 (Prodoméne) enthalt
zwei Domanen, die hohe Ahnlichkeit zur N-terminalen DED von FADD besitzen. Der C-Terminus von Caspase-8
identifiziert das Molekdil als neues Mitglied der Caspasen. Zum Vergleich sind Caspase-3, FADD und FADD-DN
ebenfalls dargestellt. Die DEDs sind in blau, die DDs in rot, die groBe Untereinheit in rosa und die kleine
Untereinheit der Caspasen in pink gekennzeichnet.

Spater stellte sich mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern heraus, daB zwei Isoformen
(FLICE/MACHo1 und MACH@2) bevorzugt in Zellen exprimiert werden und beide Isoformen
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Bestandteil des CD95-DISC sind (Scaffidi et al., 1997). Nach neuer Nomenklatur (Alnemri et al., 1996)
wird dieses Protein Caspase-8 und die Isoformen werden Caspase-8/a (FLICE/MACHa1) und
Caspase-8/b (MACHo2) genannt. Der Unterschied zwischen den beiden Isoformen liegt lediglich in
einer 15 As langen Deletion im Bereich zwischen den DEDs und der Proteasedoméne (Abb. 6.2). Das
heiBt, beide Isoformen erzeugen die gleiche aktive Protease. AuBerdem konnte bis jetzt kein
Unterschied in der Aktivierung und Funktion der Isoformen gefunden werden, so daB im
nachfolgenden Text die Protease als Caspase-8 bezeichnet wird. Nur wenn explizit auf die spezielle
Isoform von CAP4 hingewiesen werden soll, wird von Caspase-8/a gesprochen.

5.1.5.2 Die verschiedenen CAP4-Spots reprasentieren Caspase-8/a

Caspase-8 existiert in mehreren Isoformen, die vermutlich verschiedene SpleiBvarianten
reprasentieren. Diese wurden als MACHa2-4/MACHB1-3 (Boldin et al., 1996) und Mch5 (Fernandes-
Alnemri et al., 1996) bezeichnet. Zusatzlich wurde eine Caspase-8-dhnliche Protease, die Caspase-10,
(Mch4/FLICE2) gefunden, die von einem anderen Gen stammt (Fernandes-Alnemri et al., 1996;
Vincenz und Dixit, 1997). Da CAP4 mindestens als Triplett-Spot in allen soweit getesteten Zellinien
auftritt, wurde ermittelt, ob alle CAP4-Spots Caspase-8/a oder verschiedene Isoformen von Caspase-8
reprasentieren. Der CAP4-Spot, der zur Sequenzierung mit Hilfe der Nano-ES-MS/MS benutzt wurde
(Muzio et al., 1996), war der prominenteste (Abb. 5.20D, Spot 1). Um auszuschlieBen, daB der andere
CAP4-Spot Abb. 5.20D, Spot 2) ein anderes Caspase-8-ahnliches Molekill wie Caspase-10 darstellt,
die lediglich mit Caspase-8 an ahnlicher Stelle komigriert, wurden beide Spots mit der MALDI-
Massenspektrometrie analysiert (Abb. 5.20A und B). Im Spektrum A stimmten neun Peptide mit der
Caspase-8-Sequenz iberein. Die Massengenauigkeit war besser als 0,1 Da und deckte einen Bereich
von 22% der Caspase-8-Sequenz ab. Dieselben Peptide wurden im Spektrum von Spot 2 gefunden
(Abb. 5.20B). Dies zeigt, daB die beiden Spots vom gleichen Gen abstammen. Zur Kontrolle wurden

jeweils noch drei Peptide mit Nano-ES-MS/MS sequenziert.

Zusatzlich wurde die in vitro-translatierte **S-markierte Caspase-8/a mit dem DISC-assoziierten CAP4
(Abb. 5.20C und D) verglichen. Das in vitro-markierte Protein (Abb. 5.20C) lief als Triplett-Spot exakt in
derselben Position wie das DISC-gebundene CAP4 (Abb. 5.20D). Die Inhomogenitat im CAP4-Spot
mufB daher entweder von der post-transkriptionale Modifikation oder von verschiedenen strukturellen
Konformationen von Caspase-8/a wahrend der IEF herrihren. Damit lieB sich zeigen, daB alle CAP4-

Spots ein und dasselbe Protein darstellen, namlich Caspase-8/a.
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Abb. 5.20: Die verschiedenen CAP4-Spots reprasentieren Caspase-8/a

A und B: Vergleich der MALDI Peptidspektren von CAP4 (Spot 1, A) und CAP4 (Spot 2, B). Silber-gefarbte
Mengen an CAP4 wurden, wie in Abb. 5.18 beschrieben, prapariert.

C und D: /n vitro-translatierte 35S-markierte Caspase-8 (C) und in vivo-35S-markierte CD95-
koimmunpréazipitierte CAP4-Formen (D) analysiert auf 2D-Gelen. Lediglich der Teil des Gels, der die CAP4-Spots

zeigt, ist dargestellt. Die weiBen Pfeile zeigen auf die drei verschiedenen Spots, welche in beiden Gelen an den
identischen Positionen laufen.
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5.1.5.3 Caspase-8 hat Homologie zur DED von FADD

Die Assoziation von CD95 mit FADD wird durch deren C-terminale DD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan
et al., 1995) ermdglicht. Die Deletionsmutante FADD-DN besitzt die DD, jedoch nicht den N-Terminus.
Wie in Kapitel 5.1.4 gezeigt, verhalt sich diese Mutante als dominant-negativer Regulator der CD95-
induzierten Apoptose. Im Gegensatz dazu sind die N-terminalen 117 Aminos&uren von FADD in der
Lage, Apoptose auszulésen. Aus diesem Grund wurde dieser Teil von FADD als
Todeseffektordomane (DED, ,Death Effector Domain ") bezeichnet (Chinnaiyan et al., 1995).
Interessanterweise besitzt Caspase-8 zwei Bereiche am N-Terminus von jeweils 60 Aminosauren
Lange, die ahnlich der DED von FADD sind (Abb. 5.19B und Abb. 5.21A). Eine BLAST-Suche ergab,
daf die Bereiche 7-75 und 101-169 von Caspase-8 der DED von FADD (Reste 4-76) &hnlich sind. Die
Identitat mit DED von FADD betragt 39% (55% Ahnlichkeit) fir die erste DED und 28% (55%
Ahnlichkeit) fiir die zweite DED (vom N-Terminus ausgehend). Ein anderes Protein mit Namen PEA-15
wurde ebenfalls als Protein mit einer DED durch BLAST-Suche identifiziert. PEA-15 ist ein
astrozytisches Phosphoprotein mit unbekannter Funktion (H. Cheneiweiss, unpublizierte Daten;
GenBank Zugangsnummer S55384). Mittlerweile sind andere Proteine mit DED-Doménen gefunden

worden, die in Kapitel 6.3 besprochen werden.

5.154 Caspase-8 ist ein neues Mitglied der Caspasenfamilie

Wéhrend der N-Terminus von Caspase-8 FADD Homologiedoméanen besitzt, zeigt der Rest des
Proteins hohe Ahnlichkeit mit den Caspasen, insbesonders in der Region, die zum aktiven Zentrum
von Caspase-1 gehdrt (Abb. 5.21B). Die phylogenetische Analyse der Familienmitglieder zeigt, daB
Caspase-8 ein Familienmitglied der CED-3-Unterfamilie ist (Abb. 3.3A). Ebenso wie CED-3 von C.
elegans besitzt Caspase-8 eine lange N-terminale Prodomaéane. Jedoch zeigt in diesem Fall die
Prodomane Ahnlichkeit mit der DED von FADD.

Aus der Rontgen-Kristallstrukturanalyse von Caspase-1 (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994) 1aBt
sich schlieBen, daB die Aminosduren (As) His-237, Gly-238 und Cys-285 von Caspase-1 an der
Katalyse direkt beteiligt sind, wéhrend die Reste Arg-179, GIn-283 und Arg-341 eine Bindungstasche
fir die Carboxylat-Seitenkette der P1-Aspartatsaure bilden. Diese sechs As sind in allen Caspasen
konserviert, die soweit kloniert wurden. Auch Caspase-8 besitzt diese As. Die Reste jedoch, die die
P2-P4-Bindungstasche formen, sind unter den Familienmitgliedern nicht stark konserviert. Das kdnnte
die unterschiedlichen Substratspezifititen erklaren. Interessanterweise besitzt Caspase-8 ein
neuartiges Pentapeptid, QACQG, anstelle von QACRG, welches von den meisten Caspasen geteilt
wird (Abb. 5.21B), mit der Ausnahme von Caspase-9, welche ein QACGG-Pentapeptid besitzt (Duan
et al.,, 1996b). In der Zwischenzeit wurde eine weitere Caspase mit diesem Pentapeptid kloniert
(Caspase-10) (Abb. 5.21B).

In der gemeinsamen Ver6ffentlichung mit der Arbeitsgruppe von V. Dixit konnte zusatzlich gezeigt
werden, daB Caspase-8 mit FADD assoziiert (FADD benétigt die DED hierzu) und in vitro durch
Granzym B aktiviert werden kann (Muzio et al., 1996). Bei der Aktivierung entstehen die

vorhergesagten Peptide p10, p18 (Untereinheiten des aktiven Enzyms) und p26 (die Prodomane).
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Diese so aktivierte Caspase-8 konnte dann ein typisches Substrat der Caspase-3 Protease, die Poly-

(ADP-ribose) Polymerase (PARP), spalten.
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Caspase-8 besitzt Homolog
Zwei Doméanen des N-terminalen Teils von Caspase-

Der C-terminale Bereich von Caspase-8 wurde mit den anderen bekannten humanen Caspasen verglichen.

Das ,Alignment* wurde mit der Clustal Methode der DNASTAR Software (PAM

length (Fortsetzung Abb. 5.21)
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As, die die Bindungstasche fiir das Carboxylat des P1-Aspartats formen; die Vierecke (B) reprasentieren die
Reste, die den P2-P4 Aminos&uren am n&chsten sind.
5.1.55 Chromosomale Lokalisierung von Caspase-8 in Mensch und Maus durch

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Die chromosomale Lokalisierung der Caspase-8 beim Menschen und der Maus war eine
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Peter Lichter (DKFZ, Heidelberg) und Petra Kioschis aus der
Arbeitsgruppe von Annemarie Poustka (DKFZ, Heidelberg). Dabei wurden die genomischen Klone in
Zusammenarbeit mit P. Kioschis isoliert, wahrend die chromosomale Lokalisierung von Sandra Weitz

aus der Arbeitsgruppe von P. Lichter durchgefiihrt wurde.

Fir die chromosomale Lokalisierung der Caspase-8 beim Menschen wurden genomische Klone aus
einer menschlichen PAC-Bank isoliert, die aus der DNA einer mannlichen, menschlichen
Fibroblasten-Zellinie hergestellt wurde (loannou et al., 1994). Zwei U(berlappende PAC-Klone
(LLNLP704A24229; LLNLP704H11233) wurden durch Hybridisierung mit Hochleistungsfiltern (Lehrach
et al., 1990) identifiziert, analysiert durch Restriktionsverdauung mit EcoRl und nochmals mit der
Caspase-8 cDNA (GenBank Zugangsnummer U58143) Uberprift. Zwei Banden wurden erhalten, und

die GesamtgrdBe der Fragmente entspricht ungefahr 19 kb (Daten nicht gezeigt).

Parallel wurden eine embryonische Maus-cDNA-Bank (DNA-Verdau von C57/Black 6 Maus-DNA
legiert in pAd10SacBIl) und eine Maus-Cosmid-Bank (Mbol-partieller DNA-Verdau von 129/0O1a
Milzzellen kloniert in lawrist 7) (Lehrach et al., 1990) bei niedrigerer Stringenz mit der menschlichen
Caspase-8 cDNA durchsucht, um das Homolog der Maus zu isolieren. Dies fiihrte zur Isolierung von
drei Maus-Cosmid-Klonen (MPMGc 121:H23227, A1958 und L15272), zwei P1-Klonen (1CRFP703:
L2173 und N2173) und zwei cDNA-Klonen (mem1 und mem8). Cosmid-Klone wurden mit EcoR1
verdaut und Southern-Blots wurden mit den Caspase-8-cDNA-Sonden des Menschen und der Maus
durchgefiihrt. Mit diesen cDNA-Sonden wurden die gleichen Bande von ungeféhr 20 kb beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Der kleinere cDNA-Klon mem1 enthielt eine 959 bp groBe cDNA und wurde
vollkommen sequenziert. Er Uberlappte mit der Teilsequenz, die vom cDNA-Klon mem8 erhalten
wurde. Die Analyse und die Zusammensetzung der Sequenzen endete in einer Ubereinstimmenden
Sequenz von 1266 bp (flicem1, EMBL Zugangsnummer AJOOQO641). Die Datenbanksuche ergab,
daB die Maus-Caspase-8-Consensus-Sequenz mit zwei Maus-ESTs Ubereinstimmt (Aa071802,
Aa175850). Sequenzvergleiche der abgeleiteten Aminosauren der partiellen Maus-Caspase-8 cDNA
(flicem1) mit der humanen Caspase-8 cDNA wiesen 75,8% Homologie auf (64,4% ldentitat) (Abb.
5.22A). Dagegen betragt die Homologie zwischen der beschriebenen humanen Caspase-10-Sequenz
und flicem1 nur ungefahr 55,6% (38,2% ldentitat) (Daten nicht gezeigt) und belegt somit , daB die
isolierte cDNA das Maus-Homolog zur Caspase-8 ist. Die Northern-Blot-Analyse des Caspase-8-Gens
in der Maus zeigt Expression in Herz, Milz, Lunge, Leber und Nieren, wahrend Maus-Caspase-8-
Transkripte in Testis, Skelettmuskulatur und Gehirn kaum zu erkennen sind (Abb. 5.22B). Die
Gewebeverteilung entspricht der des Menschen (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Die
TranskriptgroBe betrdgt ca. 2,2 kb, damit ist sie kleiner als die GréBe der humanen Caspase-8-

Transkripte.
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Abb. 5.22: Maus-Caspase-8-Teilsequenz und Gewebeverteilung

A: Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen der Caspase-8 von Mensch und Maus
(entsprechende GenBank Zugangsnummern: U58143 und AJ000641). Das Alignment wurde mit der Clustal
Methode der DNASTAR Software (PAM=250, "gap penalty" = 10, "gap length penalty" = 10) durchgefiihrt.
"Mensch" ist die humane Caspase-8/a und "Maus" ist die murine Teilsequenz (flicem1). Identische As sind mit
schwarzen Boxen, funktional konservierte As sind mit offenen Boxen gekennzeichnet.

B: Northern-Blot-Analyse von Poly(A)*-RNA aus verschiedenen Mausgeweben (Clontech) hybridisiert mit einer
%p_markierten cDNA-Sonde (mem1).

Die chromosomale Lokalisierung der humanen und murinen Caspase-8-Gene erfolgte wie
beschrieben (Lichter et al., 1990) durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH). DNAs, die
Caspase-8-Gen-Informationen enthielten, humane PAC ICRFp700A24229 und murine Sequenzen
(entweder drei gemischte Cosmid-Klone MPMGc121:H23227, A1958 und L15272 oder zwei
kombinierte P1-Klone ICRFP703:L2173 und N2173), wurden durch Nick-Translation mit Biotin- und
Digoxigenin-gekoppelten  Nucleotiden entsprechend markiert. Metaphase-Chromosome von
menschlichen peripheren Blutzellkulturen, die durch Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert wurden, und
von Maus-Milzzellen-Kulturen, stimuliert durch Concavalin A und B-Mercaptoethanol (Sawyer et al.,
1987), wurden gemdB dem Standardprotokoll der hypotonischen Behandlung und
Methanol/Essigsaure-Fixierung vorbereitet. Die mit Biotin-markierte Sonde wurde mit Avidin-
gekoppeltem Fluorescin-Isothiodcyanat (FITC) (Fig. 2A) detektiert, wahrend die mit Digoxigenin-
markierte Sonden-DNA mit anti-Dioxigenin-gekoppeltem Rhodamin nachgewiesen wurde (Abb.
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5.23B). Die Chromosomen wurden mit 4,6-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) angeférbt.
Digitalisierte Bilder von FITC-, Rhodamin- und DAPI-Fluoreszenz wurden mit einer CCD-Kamera
(Photometrics) aufgenommen, elektronisch Uberlagert und sorgfaltig verglichen. Spezifische
Hybridisierungssignale wurden auf dem menschlichen Chromosom 2g33-q34 und auf dem Maus-
Chromosom 1 im Bereich 1B-proximalC gefunden. Die entsprechenden Beispiele sind in Abb. 5.23A
und Abb. 5.23B gezeigt. Die Fluoreszenzsignale waren sehr spezifisch, da keine weiteren Signale an
anderen Chromosomen beobachtet wurden. Es gibt also keinen Hinweis auf Pseudogene. Zur
Bestatigung der Identitat des Maus-Chromosoms 1 wurde eine mit Biotin-markierte Chromosomen1-
Farbsonde (Cambio, Cambridge, UK) mit der Maus-Caspase-8-Sonde kohybridisiert und mit FITC
(Abb. 5.23C) detektiert.

Abb. 5.23: Chromosomale Lokalisierung der Caspase-8-Gene in Mensch und Maus durch FISH

A: Sektion von humanen Metaphase-Chromosomen nach in situ-Hybridisierung mit Biotin-markiertem humanen
PAC-Klon (ICRFp700A24229) und Nachweis Uber FITC. Spezifische Hybridisierungssignale wurden auf den zwei
Homologen des Chromosoms 2 in der Region 29q33-q34 gefunden. Chromosomen wurden mit DAPI angefarbt.

B und C: Sektion von Maus-Metaphase-Chromosomen nach Kohybridisierung von Digoxigenin-markierten P1-
Klonen (ICRFP703:L.2173 und N2173) und Nachweis (ber Rhodamin (B, Signale auf DAPI-angeférbten
Chromosomen) und von Biotin-markierten Maus-Chromosom 1-Markern und Nachweis Uber FITC (C).
Spezifische Lokalisierung wurde auf den beiden Homologen des Chromosoms 1 in der Region 1B-proximalC
nachgewiesen.

5.1.6 Partielle Charakterisierung von CAP3
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Zur ldentifizierung von CAP3 wurde ebenfalls die Nano-ES-MS/MS eingesetzt. Die Probenbereitung
erfolgte wie bei CAP4 (vgl. Kapitel 5.1.5.1). Es konnten lediglich zwei Peptide (T1’ und T2’) sequenziert
werden. Diese waren identisch mit den Peptiden T2 und T4, die bei der Sequenzierung von CAP4
(Caspase-8) gefunden wurden (Abb. 5.24). Die beiden Peptide liegen jeweils in einer der beiden DEDs
von Caspase-8. Folglich ist CAP3 ein Molekdl, welches vermutlich im N-terminalen Bereich identisch
ist mit Caspase-8. Damit wirde es entweder eine Isoform oder ein Spaltprodukt von Caspase-8
darstellen. Gegen ein Spaltprodukt spricht, daB CAP3 nicht mit einem Antikérper immunprazipitiert
werden konnte, der gegen ein Peptid aus dem N-terminalen Bereich von Caspase-8 gerichtet war(Abb.
5.24A). Dieser polyklonale Kaninchen-Antikérper R1 immunprézipitiert Caspase-8 (Abb. 5.24B, Pfeil),
jedoch wird CAP3 nicht erkannt (Abb. 5.24B, Kasten). Dieses Resultat spricht dafiir, daB CAP3 eine
Isoform von Caspase-8 ist. Die Struktur von CAPS3 ist in Abb. 5.24A schematisch dargestellt, wie sie
aus den jetzigen Daten hervorgeht. Der Cap3-N-Terminus besteht aus den zwei DEDs von Caspase-8,
und der C-Terminus besitzt eine noch zu bestimmende Sequenz. Wenn diese Struktur tats&chlich
existiert, sollte sich CAP3 mit einem Antikdrper anreichern lassen, der gegen einen anderen Bereich

A
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Abb. 5.24: CAP3 ein Molekiil mit DEDs

A: Schematisches Modell von CAP3. Es wurden zwei Peptide sequenziert, die identisch mit den sequenzierten
Peptiden von Caspase-8 sind (T1'=T4 und T2'=T2). Somit scheint der N-terminale Bereich wie Caspase-8 zwei
DEDs zu beinhalten. Der C-Terminus ist noch unbekannt. Zum Vergleich ist Caspase-8 ebenfalls dargestellt.
Die DEDs sind in blau, die DDs in rot, die groBe Untereinheit in rosa und die kleine Untereinheit der Caspasen
in pink gekennzeichnet. Der unbekannte Bereich von CAP3 ist hellgriin markiert. Angegeben sind ferner die
Positionen der sequenzierten Peptide, deren Sequenzen und die Position des Peptids, gegen das der Ak R1
generiert wurde.

B: IP mit dem R1-Ak und einem Kontrollantikérper. Die Immunprézipitate wurden auf 2D-Gelen analysiert. Die
Migrationsposition von Caspase-8 (CAP4) ist als weiBer Pfeil und die theoretische Migrationsposition von CAP3
ist mit einer Box angegeben.
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des N-Terminus von Caspase-8 gerichtet ist.

5.1.7 Aktivierungsmodell der Caspase-8

5.1.71 Identifizierung von CAP5 und 6 als Prodoméne von Caspase-8

Der DISC bildet sich innerhalb von Sekunden (vgl. Kapitel 5.1.2.2). Ob sich die Zusammensetzung des
DISC nach langerer Stimulation andert, wurde in Raji B-Zellen, die mit anti-APO-1 30 min bei 37°C
inkubiert wurden, untersucht. Neben CAP1-4 konnten zwei neue Proteine identifiziert werden, die als
CAPS5 und 6 bezeichnet wurden (Abb. 5.25A, Einsatz b). Eine Kinetik zeigte, daB der DISC mit CAP1-4
nach 10 s detektiert werden konnte (Abb. 5.25B). CAP2 und 3 waren nur schwach in diesem
Experiment zu sehen. Die Assoziation der CAPs erreichte nach 1-5 min ihr Maximum. Nach 20 min
nahm die Intensitat von CAP4 (Caspase-8) ab. Gleichzeitig erschienen CAP5 und 6. Nach 40 min war
kein CAP4 (Caspase-8) mehr im DISC zu finden. Dafir nahm die Intensitat von CAP5 und 6 weiter zu.
Nach 60 minitiger Stimulation, als die Zellen schon begannen zu desintegrieren, war die Intensitat
aller Spots auf dem Gel reduziert. Interessanterweise &nderte sich die Intensitat von CAP1-3 Uber die
gesamte Kinetik nicht. Die Vermutung lag nah, daB CAP5- und 6-Prodoménen von Caspase-8 sind.
Um dies zu untersuchen, wurde der Antikérper R1 verwendet. Dieser Antikdrper ist gegen die Region
von Caspase-8 gerichtet, die zwischen der zweiten DED und der Proteasedoméne liegt (vgl. Kapitel
5.1.6). Daher mifBte R1 sowohl unprozessierte Caspase-8 als auch die Caspase-8-Prodoméane
erkennen. In den Lysaten aus der anti-APO-1-Kinetik, aus denen der DISC bereits
herausimmunprazipiert wurde, lieB sich dann mit dem R1 zytosolische Caspase-8 immunprazipitieren
(Abb. 5.26A). Ungespaltenes CAP4 (Caspase-8) konnte in Lysaten von unstimulierten und bis zu 5 min
stimulierten Zellen in gleichen Mengen detektiert werden. Nach 20 min Stimulation war die Menge von
ungespaltener Caspase-8 im Zytosol reduziert und nach 60 min fast vollstdndig umgesetzt. Beginnend
mit 20 min Stimulation lieBen sich CAP5 und 6 von R1 im Zytosol immunprazipitieren. Die relative

Menge stieg bis zum 60 min-Wert stetig an.

Die Existenz von CAP5 als Prodoméane von Caspase-8 konnte durch RelP des DISC mit einem anti-
Caspase-8-Ak gezeigt werden (Abb. 5.26D). Bemerkenswerterweise konnte CAP6 nicht dquivalent
reimmunprazipitiert werden. Die Erklarung hierfir lieferten die spéteren Untersuchungen von Scaffidi
et al. (1997) aus unserer Arbeitsgruppe. Sie konnten nachweisen, daB Caspase-8 primar in zwei
Isoformen  auf Proteinebene exprimiert wird. Diese Isoformen sind Caspase-8/a
(CAP4/FLICE/MACHa1) und Caspase-8/b (MACHa2). Sie unterscheiden sich in 15 Aminosauren, die
zwischen der zweiten DED und der Caspasendoméne p18 liegen (Abb. 6.2). Beide Isoformen
assoziieren Uber FADD mit der CD95-DD und werden mit vergleichbarer Kinetik prozessiert. Da der
verwendete Antikérper fir die RelP fast ausschlieBlich gegen den Bereich, der nur in Caspase-8/a
enthalten ist, generiert wurde, lieB sich dadurch in der RelP des DISCs fast nur CAP5
immunprazipitieren. Scaffidi et al. (1997) konnten spater CAP5 als Prodoméane von Caspase-8/a und
CAP6 als Prodoméane von Caspase-8/b identifizieren. Die Isoform Caspase-8/b 1&Bt sich auch im DISC
finden , jedoch liegt sie unter einem Hintergrundsspot und konnte deshalb im Rahmen dieser Arbeit

nicht identifiziert wurde. Interessanterweise konnte die Spaltung von DISC-gebundener Caspase-8
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(Abb. 5.26B) etwas friher detektiert werden als das Auftreten von gespaltener zytosolischer
Caspase-8 (Abb. 5.26C). Das ist mit der Initiation des Todessignals am Rezeptor zu erklaren. Aus
den Daten 4Bt sich schlieBen, daB fast die gesamte Caspase-8 in der Zelle wahrend der CD95-

vermittelten Apoptose aktiviert wird.
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Abb. 5.25: Zwei neue DISC-Bestandteile kénnen nach verlangerter Stimulation beobachtet werden

A: DISC-Analyse von metabolisch markierten Raji-Zellen nach 30 min Stimulation mit anti-APO-1. Die Positionen
von CD95, CAP1-4 und die zwei neuen Bestandteile CAP5 und CAP6 sind markiert.

B: Kinetik der CAP4-Spaltung im DISC. Raji-Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten mit anti-APO-1 stimuliert.
AnschlieBend wurden sie schnellstméglichst auf 4°C abgeklhlt. AnschlieBend wurde der DISC auf 2D-Gelen
analysiert. Die gezeigten Gelregionen sind die Bereiche, in denen CAP4 (Caspase-8) (a) und CAP3-6 (b) laufen
(wie in A. angegeben).
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Abb. 5.26: Die gesamte zytosolische Caspase-8 wird gespalten

A: Kinetik der Caspase-8-Spaltung im Zytosol. Metabolisch markierte Raji-Zellen wurden fiir die angegebenen
Zeiten mit anti-APO-1 stimuliert. Die Zellen wurden dann lysiert und von dem CD95-DISC im Lysat befreit.
AnschlieBend wurde zytosolische Caspase-8 mit dem R1-Ak immunprazipitiert und die Analyse wie in Abb.
5.25durchgefuhrt.

B und C: Densitometrische Analyse der CAP4, 5 und 6 Spots. Die Intensitdt von CAP4, 5 und 6 entweder von
CD95-DISC-IPs (B) wie in Abb. 5.25 gezeigt oder von zytosolischer Caspase-8-IP (C) wie in (A) gezeigt, wurden
bestimmt und gegen die Zeit der anti-APO-1-Stimulation aufgetragen.

D: RelP von CAP5 und 6 mit dem R1-Ak aus dem CD95-DISC, der aus 40 min stimulierten Raji-Zellen
immunprazipitiert wurde (Analyse wie in A.).

5.1.7.2 Caspase-8 wird am DISC gespalten und aktiviert

Caspase-8 assoziiert indirekt mit dem CD95-Rezeptor (iber FADD (Kapitel 5.1.4). Damit stellte sich die
Frage, ob die Bindung von Caspase-8 zu FADD allein ausreicht, um Caspase-8 zu spalten. Dies wurde
durch Inkubation von **S-markierter, in vitro-translatierter Caspase-8 entweder mit His-FADD- oder
GST-FADD-Fusionsprotein, das an Agarose gebunden wurde, untersucht. Um post-transkriptionale
Modifikatitonen von FADD zu beriicksichtigen, die eventuell eine Rolle bei der Caspase-8-Aktivierung
spielen kénnten, wurde an Agarose immobilisiertes FADD mit Lysaten von unstimulierten (Abb. 5.27A,
Bahnen 4 und 7) und stimulierten (Abb. 5.27A, Bahn 5 und 8) SKW6.4 Zellen vor der Zugabe von
Caspase-8 inkubiert. Nach Inkubation der Ansatze bei 4°C fir 24 h wurden alle ungebundenen
Proteine weggewaschen. Eine kleine Form von Caspase-8 wurde wahrend der in vitro-Translation
generiert und stellt sehr wahrscheinlich eine N-terminale verkiirzte Caspase-8 dar, die durch eine

unterschiedliche Initiation an einem zweiten Methionin entstand (Abb. 5.27A, Bahn 1, Pfeil). Dies
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konnte durch IP mit den Antikérpern R1 und R2 bestétigt werden (s. unten; Abb. 5.28A). Zusatzlich
stimmten das Molekulargewicht und der pl exakt mit den berechneten Werten GUberein (Daten nicht
gezeigt; Medema et al., 1997). Bemerkenswert ist, daB die N-terminal-verkirzte Form nicht an FADD
bindet. Daraus |aBt sich folgern, daB die erste der zwei DEDs von Caspase-8 intakt sein muB, damit

eine Assoziation mit FADD stattfinden kann. Trotzdem ist die Bindung an FADD nicht ausreichend fir

die Aktivierung von Caspase-8, da keine Spaltung beobachtet wurde. Wenn 35S-markierte Caspase-8
zu immunprazipiertem CD95 von unstimulierten (Abb. 5.27B, Bahn 1 und 3) oder stimulierten (Abb.
5.27B, Bahn 2 und 4) Zellen gegeben wurde, lieB sich eine Spaltung von Caspase-8 in Fragmente
beobachten, die denen in der in vivo-Situation gefundenen &hnelten (Abb. 5.25). Sowohl das 26 kDa-
Fragment (p26), identisch mit CAP5 (s. unten), als auch die ungespaltene Caspase-8 wurden im DISC
gefunden (Abb. 5.27B, Bahn 2). Zusétzlich lie sich noch ein Intermediat der Caspase-8-Spaltung bei
43 kDa (p43) detektieren. Beide Fragmente, p43 und p26, die Caspase-8-Prodoméne, assoziierten
mit dem DISC. Daraus laBt sich folgern, daB beide Molekille mindestens die erste DED des
Caspase-8-N-Terminus besitzen miissen (Abb. 5.27B, Bahn 2). Im Uberstand des Ansatzes lieBen
sich Caspase-8-Fragmente identifizieren, die nicht an den DISC gebunden haben oder wahrend der
Aktivierung freigesetzt wurden. Das waren p18, p12 und p10 sowie p26 (Abb. 5.27B, Bahn 4). Die p18,
p12 und p10 reprasentieren sehr wahrscheinlich die aktiven Enzym-Untereinheiten. Diese Vermutung
wurde bestatigt, indem dieser Uberstand benutzt wurde, um PARP zu spalten. Dieses wurde effizient
gespalten. Es bildete sich das charakteristische 85 kDa PARP-Fragment (Abb. 5.27C, Bahn 2). Daf3
die Aktivitdt im Uberstand von Caspase-8 stammte, wurde mit einem polyklonaler Kaninchen-
Antikérper (R2) demonstriert, der gegen den C-Terminus von Caspase-8 generiert war. Wenn der
Uberstand mit dem R2-Antikérper von den aktiven Caspase-8-Untereinheiten depletiert wurde, so war
der Uberstand nicht mehr in der Lage, PARP zu spalten (Abb. 5.27C, Bahn 3).

Um die Identitat der Caspase-8-Spaltprodukte zu bestatigen, wurden IPs in den Ubersténden des in

vitro-prozessierten, 35S-markierten Caspase-8-Molekiils durchgefiihrt. Hierzu wurden die R1 und R2
Antikérper verwendet. Dabei konnte p26 als Prodoméane von Caspase-8 identifiziert werden, welches
lediglich von R1 immunpréazipiert wurde, da R1 ein Peptid im C-terminalen Bereich der Prodoméne
erkannte (Abb. 5.28A, Bahn 4). Zusétzlich blieb p26 auch teilweise am DISC selber gebunden. Daraus
ist zu schlieBen, daB p26 auch die erste DED besitzen mufB. Unter denaturierenden Bedingungen
immunpréazipitierte R2 lediglich p12 und p10. Damit enthalten diese beiden Molekiile den C-Terminus
von Caspase-8 (Abb. 5.28A, Bahn 5). Diese Ergebnisse wurden durch eine zweidimensionale
Auftrennung der Caspase-8-Spaltprodukte bestatigt. Auf dem 2D-Gel hatten alle Caspase-8-
Fragmente die entsprechenden Molekulargewichte und pl-Werte (Medema et al., 1997) Ferner wurden
durch Vergleich mit der Primar-Proteinsequenz die Spaltstellen definiert (Medema et al., 1997, Abb.
5.28B). Bei Caspase-1 erfolgt die erste Spaltung wahrend der Aktivierung an dem Aspartat-Rest, der
dem aktiven Zentrum folgt (Wilson et al., 1994; Walker et al., 1996). Im Einklang mit dem
Laufverhalten der Fragmente auf dem 2D-Gel (Medema et al., 1997) erfolgt eine Spaltung am Asp-374
bei der Bildung von p43 und p12. Das p43 wird dann weiter gespalten, vermutlich an Asp-216, worauf

sich die zwei Fragmente p26 und p18 bilden. SchlieBlich wird p12 an Asp-384 gespalten. Die Spaltung
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nach dieser Aminosaure fiihrt zu einer Anderung des pl-Wertes von 4,63 (p12) auf 6,5 (p10). Dieser

verandert pl ist auf dem 2D-Gel gut zu erkennen (Medema et al., 1997).
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Abb. 5.27: Caspase-8 wird am DISC gespalten und aktiviert.

A: In vitro-translatierte **S-markierte Caspase-8 wurde entweder direkt mit SDS-PAGE aufgetrennt (Bahn 1) oder
es wurde erst 24 h bei 4°C in Caspase-8-Reaktionspuffer mit entweder GSH-Agarose allein (Bahn 2), 10 ug His-
FADD-Fusionsprotein an Ni**-Agarose gekoppelt (Bahnen 3-5) oder 10 ug GST-FADD-Fusionsprotein an GSH-
Agarose gekoppelt (Bahnen 6-8) inkubiert. Zuséatzlich wurden sowohl GST-FADD als auch His-FADD 1 h bei
37°C mit unstimulierten (Bahnen 4 und 7) oder 5 min mit anti-APO-1-stimulierten (Bahnen 5 und 8) Lysaten von
10® SKW6.4-Zellen vor der Inkubation mit **S-markierter Caspase-8 behandelt. AnschlieBend wurde die Agarose
gewaschen und die gebundenen Proteine wurden Uber 15%ige SDS-PAGE aufgetrennt. Die Position der
zusatzlichen 50 kDa Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Dieses Protein reprasentiert eine N-terminal
verkliirzte Caspase-8.

B: CD95 wurde von unbehandelten (Bahn 1 und 3) und mit anti-APO-1 behandelten (5 min), unmarkierten SKW-
Zellen (Bahnen 2 und 4) immunprézipitiert. Immunprézipitate wurden viermal gewaschen und mit in vitro-
translatierter **S-markierter Caspase-8 inkubiert. Nach 24 h wurde der Uberstand (Bahnen 3 und 4) von der
Protein A-Sepharose (Bahnen 1 und 2) getrennt. Die Sepharose wurde dreimal gewaschen und lber SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Positionen von Caspase-8 und deren Fragmente p43, p26, p18, p12 und p10 sind markiert.

C: Analyse der PARP-Spaltung durch Zugabe von rekombinantes PARP zu dem Uberstand eines in vitro-
Caspase-8-Experiments mit immunprazipitiertem CD95 aus unbehandelten SKW6.4-Zellen (Bahn 1), aus anti-
APO-1-stimulierten Zellen (Bahn 2) oder von anti-APO-1-stimulierten Zellen, wobei im Lysat vorher zweimal mit
dem R2-Ak immunprazipitiert wurde (Bahn 3). Nach 8 h Inkubation bei 37°C wurden die Proteine im Uberstand
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und ein Western-Blot mit dem CII-10-mAk, der gegen die p85-Untereinheit von
rPARP gerichtet ist, durchgefuhrt.
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Abb. 5.28: Identifizierung der Spaltprodukte von Caspase-8 und die Notwendigkeit des DISC fiir die
Prozessierung

A: In vitro-translatierte **S-markierte Caspase-8 (Bahn 1). *°*S-markierte Caspase-8 wurde durch den CD95-
DISC von anti-APO-1-behandelten (5 min) SKW6.4-Zellen gespalten. Der CD95-DISC allein (Bahn2) und der
Uberstand (Bahnen 3-5) dieses Experimentes wurde, wie in Abb. 5.27B beschrieben, hergestellt. Der Uberstand
wurde (Fortsetzung Abb. 5.28)
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entweder direkt aufs Gel aufgetragen (Bahn 3) oder das Immunprazipitat des R1-Ak aus diesem Uberstand
(Bahn 4) oder das Immunpréazipitat des R2-Ak (Bahn 5). Die Migrationsposition der N-terminal verkirzten
Caspase-8 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

B: Modellmechanismus der Caspase-8-Spaltung (Beschreibung im Text). Die identifizierten Spaltstellen und die
Bindungsstellen des R1- und R2-Ak sind angegeben.

C: In vitro-translatierte **S-markierte Caspase-8 wurde entweder fir 2 h (Bahnen 1 und 3) oder 24 h (Bahn 2) mit
dem CD95-DISC in einem in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment inkubiert. Die Reaktion in den Uberstédnden
wurde entweder durch die Zugabe von 5x reduzierenden SDS-Auftragspuffer gestoppt (Bahnen 1 und 2) oder flr
weitere 22 h inkubiert und dann analysiert (Bahn 3).

Das p43 konnte in vivo in den untersuchten Zellinien nicht gefunden werden (Abb. 5.25A). Auch das
p12-Fragment konnte in vivo durch IP und Western-Blot mit dem R2-Antikérper nicht detektiert werden
(Abb. 5.29E; Daten nicht gezeigt). Deshalb sind p43 und p12 wahrscheinlich Intermediate wéahrend der
Spaltung, die lediglich im in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment bei 4°C detektiert werden konnten.
Die Existenz des CAP6-Molekiils in vivo wurde urspriinglich als weitere Prozessierung von CAP5 (p26)
interpretiert. Mittlerweile wurde CAP6 jedoch von Carsten Scaffidi als Prodoméane der Isoform
Caspase-8/b identifiziert (vgl. Kapitel 5.1.7.1 und Kapitel 6.2; Scaffidi et al.,1997).

Damit 1aBt sich aus diesen Daten folgender Mechanismus der Caspase-8-Spaltung ableiten:
Caspase-8 bindet an den DISC und wird dort im ersten Schritt am Asp-374 gespalten. Dabei formen
sich die Spaltprodukte p43 und p12. Im zweiten Schritt erfolgt eine Spaltung an Asp-216 und an Asp-
384, worauf sich das aktive Enzym p18/p10 und die Prodoméne p26 (CAP5) bilden kénnen (Abb.
5.28B).

5.1.7.3 Caspase-8 kann sich nicht selber spalten

Der komplette Umsatz von zytosolischer Caspase-8, wie gezeigt in Abb. 5.26A, kénnte durch zwei
Mechanismen erfolgen. Entweder wird Caspase-8 am DISC aktiviert und das aktive Enzym spaltet
dann im Zytosol die noch unaktivierte Caspase-8, oder Caspase-8 kann nur am DISC aktiviert
werden. Es stellt sich also die Frage, ob Caspase-8 in der Lage ist, sich selbst zu prozessieren. Um
das zu beantworten, wurde Caspase-8 unterschiedlich lang mit dem DISC inkubiert. Man konnte einen
klaren Anstieg der Caspase-8-Prozessierung im Laufe der Zeit beobachten. Wahrend in 2 h wenig
Caspase-8 gespalten wurde, erfolgte nach 24 h erheblich mehr Caspase-8-Spaltung (Abb. 5.27C,
Bahn 1 und 2). Dieser Umsatzanstieg benétigte die Prasenz von aktivem DISC, da der Anstieg bei der
24 h-Inkubation nicht beobachtet wurde, wenn der DISC nach 2 h entfernt wurde (Abb. 5.27C, Bahn 3).
Caspase-8 akzeptiert sich also selbst nicht als Substrat, wahrend z. B. PARP unter gleichen
Bedingungen von Caspase-8 gespalten wird (Abb. 5.27C, Bahn 2). Zusétzlich wurde das Ergebnis
noch durch eine inaktive Caspase-8-Deletionsmutante bestatigt (Medema et al.,, 1997). Die
SchluBfolgerung ist, daB im CD95-Signalweg Caspase-8 nur am DISC aktiviert werden kann.

5.1.7.4 Die Wirkung von Inhibitoren auf die Caspase-8-Spaltung

In unserer Verdffentlichung (Medema et al., 1997) wurden verschiedene Inhibitoren fir Caspasen auf
ihren Effekt auf die Caspase-8-Aktivitat getestet. Zum einen wurden Peptid-Caspaseninhibitoren im
in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment auf ihre Wirkung titriert. zZVAD-fmk , zDEVD-fmk (Ac-DEVD-
CHO =zeigte vergleichbare Resultate) und zIETD-fmk, das die erste Spaltungsstelle von Caspase-3

simuliert, waren effektive Inhibitoren von Caspase-8-Aktivierung durch den DISC in vitro, wéhrend Ac-
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YVAD-CHO keinen Effekt in den benutzten Konzentrationen hatte (Medema et al., 1997). Die in vivo-
DISC-Analyse wurde exemplarisch mit zZVAD-fmk durchgefiihrt und zeigte eine komplette Inhibition der
Spaltung von Caspase-8 (Caspase-8/a (CAP4) und Caspase-8/b (nicht gezeigt)) in CAP5 und CAP6
(Abb. 5.29B). Also wirkt zVAD-fmk auf der DISC-Ebene.

Dann wurde der Effekt der Uberexpression von CrmA auf die Caspase-8-Aktivierung getestet.
Uberexpression von CrmA in BJAB-Zellen blockte CD95-vermittelte Apoptose vollstéandig (Abb.
5.29C), wahrend Uberexpression einer inaktiven CrmA-Mutante keinen EinfluB der Zellen auf die anti-
APO-1-Sensitivitdt hatte (Abb. 5.29C). Eine Untersuchung der beiden Transfektanten auf DISC-
Bildung und Prozessierung von Caspase-8 in vivo zeigte, daB nach 15 min Stimulation mit anti-APO-1
CAP4 (Caspase-8) in beiden Féllen bereits teilweise in vergleichbaren Mengen gespalten wurde und
CAPS5 und CAPS6 erschienen (Abb. 5.29D). Zu einem spéteren Zeitpunkt (60 min Stimulation) konnten
in beiden Transfektanten gleiche Mengen von der aktiven Protease mit R2 immunprazipitiert werden
(Abb. 5.29E). Dies bedeutet, daB CrmA den CD95-Signalweg nicht auf der DISC-Ebene blockierte.
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Abb. 5.29: Die Wirkung von Inhibitoren auf die Caspase-8-Aktivierung

A und B: In vivo-Inhibition der CAP5- und CAP6-Bildung. Raji-Zellen wurden metabolisch markiert und entweder
nicht (A) oder mit 20 uM zVAD-fmk (B) 30 min vorbehandelt. Dann erfolgte eine Stimulation fiir 30 min mit anti-
APO-1. Der CD95-DISC wurde auf 2D-Gelen analysiert. Die Gelregionen sind dargestellt, die CAP4 (Caspase-8)
(obere Bilder) und CAP5 und 6 (untere Bilder) zeigen. Die Migrationspositionen der CAPs sind mit Pfeilen
markiert.

C: BJAB-Zellen, die entweder Wildtyp-CrmA (E) oder eine CrmA-Mutante (J) exprimierten, wurden mit
verschiedenen Konzentration von anti-APO-1 16 h inkubiert. Die Messung der Apoptosesensitivitat erfolgte nach
der Nicoletti-Methode.

D und E: Metabolisch markierte BJAB-Zellen, die entweder Wildtyp-CrmA (crmA) oder eine CrmA-Mutante
(crmA”") exprimierten, wurden fiir 15 (D) oder 60 min (E) mit anti-APO-1 behandelt. Die Zellen wurden dann
lysiert und entweder die CD95-DISC-IP (D) oder die p10- und p18- Caspase-Untereinheiten durch IP mit dem
R2-Ak (E) wurden auf 2D-Gelen analysiert. Die Pfeile in (D) kennzeichnen CAP4-6, wahrend die Positionen von
p18 und p10 in (E) angegeben sind.
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5.2  Aktivierung von SAP-Kinasen durch Caspasen bei CD95-induzierter
Apoptose

5.2.1 Die CD95-induzierte Aktivierung von mehreren Proteinkinasen geht der DNA-

Fragmentierung voraus

Zur ldentifizierung der Molekile, die im CD95-Signalweg involviert sind, wurde die Aktivierung der
streBaktivierte Proteinkinasen untersucht. StreBaktivierte Proteinkinasen (SAPK), auch als Jun-N-
terminale Kinasen (JNK) bezeichnet, sind Teil einer alternativen MAP-Kinasekaskade, die durch
diverse Arten von StreB3, wie UV Strahlung, Hitzeschock oder Proteinsyntheseinhibitoren (Derijard et
al., 1994; Hibi et al., 1993; Zanke et al., 1996; Meier et al., 1996), induziert werden. Da auch der CD95-
Signalweg als ein StreBsignal interpretiert werden kann, wurde in Zusammenarbeit mit Alfred
Nordheim (MHH, Hannover) ein In-Gel-Kinase (IGK)-Nachweissystem etabliert und getestet. Hierzu
wurde c-Jun (das klassische Substrat dieser Kinasen) in der SDS-PAGE kopolymerisiert.
AnschlieBend wurden Kinetiken mit anti-APO-1 als Stimulus in verschiedenen Zellinien durchgefiihrt
und entsprechend Lysate zu bestimmten Zeitpunkten hergestellt. Wenn c-Jun als Substrat in
12,5 %igen PAA-IGK-Gelen benutzt wurde, stellte sich heraus, daB anti-APO-1-Stimulation die
Aktivitat von Kinasen mit Molekulargewichten von ungefahr 35, 38, 46 und 54 kDa in den humanen
Zellinien SKW6.4, HUT78, Jurkat (Abb. 5.30A) und BJAB (Daten nicht gezeigt) induzierte. Auch im
Kontroll-IGK-Gel ohne Substrat lieBen sich die Kinasen detektieren, was auf eine autokatalytische
Aktivitat hindeutete. Jedoch nahm die Intensitdt des Signals bei Zugabe von c-Jun stark zu (Abb.
5.30A). Die Intensitat der Kinaseinduktion korrelierte dabei mit der Kinetik des Zelltodes (Abb. 5.31A).
In den Boe"-Zellen, die resistent gegenliber CD95-vermittelter Apoptose sind (vgl. Kapitel 5.1.2.6), lie3
sich keine Kinaseaktivitéat detektieren (Abb. 5.30A). Es zeigte sich auch keine Induktion in den BL-60-
Zellen, die nur sehr wenig CD95 exprimieren (vgl. Kapitel 5.1.1.1). Ebenfalls keine Aktivierung von
Kinasen war in BL-60-Zellen zu beobachten, die stabil mit einer C-terminal-deletierten Mutante von
CD95, transfiziert wurden (K2.2-Zellen, vgl. Kapitel 5.1.2.3). Durch die Expression des gesamten
CD95-Molekdls in BL60-Zellen (K50 Zellen, vgl. Kapitel 5.1.1.1) lieB sich aber das gleiche Muster der
CD95-induzierten Kinasen inklusive autokatalytische Aktivitdt beobachten (Abb. 5.30B), wie in den
CD95-sensitiven Zellen (Abb. 5.30A). Die Induktion dieser Kinasen in den K50-Zellen war etwas
verzOgert, was mit der langsameren Kinetik der Apoptose in diesen Zellen Ubereinstimmt (Daten nicht
gezeigt).

Die Aktivierung der Kinasen im CD95-Signalweg geschieht zeitlich vor der Degradation der
chromosomalen DNA (Abb. 5.31A). In SKW6.4-Zellen konnte die 35 kDa-Kinase bereits nach 15 min
CD95-Stimulation nachgewiesen werden (Abb. 5.30A und Abb. 5.31B). Eine signifikante DNA-
Degradation lieB sich jedoch erst nach 60 min Inkubation mit dem anti-APO-1-Antikdrper erkennen
(Abb. 5.31B). Die frihe Aktivierung der Kinasen im CD95-Signalweg deutet auf eine Rolle der Kinasen
beim CD95-vermittelten Zelltod hin.

Ein 9%iges PAA IGK-Gel zeigte eine bessere Auflésung fir die induzierten Kinasen in SKW6.4-Zellen.

Damit lieB sich eine SKW6.4 spezifische weitere autokatalytische Kinase von ungefédhr 120 kDa
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detektieren (Abb. 5.32A). Diese Kinase wurde in den anderen getesteten Zellinien nicht beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend |48t sich sagen, daB nach Induktion des CD95-Signalweges
in den getesteten CD95-sensitiven Zellinien Kinasen mit Molekulargewichten von 35, 38, 46 und 54
kDa induziert wurden. Andere Kinasen kénnten ebenfalls aktiviert worden sein, lieBen sich aber nicht
detektieren, da sie entweder nicht renaturiert werden konnten oder ein anderes Substrat benétigten.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daB die Stimulation des CD95-Rezeptors intrazellular Signalwege
induziert, die Kinasen aktivieren. Die Aktivierung dieser Kinasen geschieht noch, bevor die zellulare

DNA-Degradation einsetzt.
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Abb. 5.30: CD95-Stimulation aktiviert eine Reihe von Proteinkinasen in CD95-sensitiven Zellen
(Fortsetzung Abb. 5.30)

A: Verschiedene humane T- und B-Zellinien wurden mit anti-APO-1 flr die angegebene Zeit inkubiert.

B: Eine intakte Todesdoméne ist notwendig, um die Kinasen zu induzieren. BL60-, K2.2- und K50-Zellen wurden
analysiert.
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Alle Zellen in (A) und (B) wurden lysiert und die Lysate im 12,5 % In-Gel-Kinase-Test ohne Substrat (Kontrolle)
oder mit 40 pg/ml kopolymerisiertem c-Jun (Jun) untersucht.
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Abb. 5.31: Die Aktivierung der CD95-Kinasen geschieht vor dem Beginn der DNA-Fragmentierung

A: Messung der Apoptosesensitivitdt in SKW6.4- (J), HUT78- (E), Jurkat- (B) und Boe"- (G) Zellen nach der
Nicoletti-Methode, die die DNA-Fragmentierung miBt. Die Zellen wurden flr die angegebene Zeit mit anti-APO-1
inkubiert.

B: Der Anstieg der Bandenintensitat von den Kinasen p35 (G), p46 (E) und p54 (J) nach Stimulation der
SKW6.4-Zellen mit anti-APO-1, wie in (A) gezeigt, ist dargestellt. Das Gel wurde gescannt und densitometrisch
mit Hilfe des Programms ScanAnalysis (Biosoft, Feruson, MO, USA) ausgewertet.

5.2.2 Die CD95-induzierten Kinasen sind fiir die CD95-vermittelte Apoptose spezifisch

Die Frage nach einer generellen Induktion von Kinasen bei Apoptose wurde beantwortet, indem Zellen
mit verschiedenen apoptotischen Stimuli behandelt wurden (Abb. 5.32). Die oben beobachteten
Kinasen wurden wahrend der Kontrollbehandlung der SKW6.4-Zellen bei 37 °C nicht induziert, was die
Notwendigkeit des CD95-Signals verdeutlicht (Abb. 5.32A). Die Induktion lieB sich durch
Vorbehandlung mit Cycloheximid nicht verhindern, was zeigt, daB die CD95-stimulierte
Kinaseaktivierung, wie die gesamte CD95-induzierte Apoptose in SKW6.4-Zellen (Abb. 5.32A ) oder
Jurkat-Zellen (Daten nicht gezeigt) keine Proteinsynthese benétigt. In K50-Zellen 1&aBt sich durch
Stimulation des Oberflachen-Immunglobulin M (IgM) mit anti-human IgM-Antikdrper Apoptose
induzieren (Peter et al., 1995a). Im Gegensatz zur mit anti-APO-1 induzierten Apoptose (Abb. 5.30B)
fihrte ein IgM-Stimulus nur zu einer Induktion von Kinasen mit niedrigem Molekulargewicht (35 und 38
kDa) (Abb. 5.32B). Gleiche Ergebnisse wurden mit den untransfizierten BL60-Zellen erhalten (Daten
nicht gezeigt). Anti-Maus-IgM (anti-mulgM)-Behandlung von der Maus-B-Zellinie WEHI231, eine
Modellzellinie zur Untersuchung von IgM-vermittelter Apoptose (Abb. 5.32C; Benhamou et al., 1990),
induzierte ebenfalls nur Kinasen von 35/38 kDa (Abb. 5.32C). Daraus ergibt sich, daB3 Oberflachen-
IgM- und CD95-vermittelte Apoptose gemeinsame Elemente im Hinblick auf die Kinaseaktivierung

enthalten kann, diese jedoch nicht identisch sind.

Als nachstes wurde der Effekt von nicht-Rezeptor-vermittelten Formen der Apoptose bei SKW6.4-
Zellen getestet. Staurosporin ist ein Proteinkinase-Inhibitor, der Apoptose auslésen kann (Bertrand et
al.,, 1994). Keine der CD95-induzierbaren SKW6.4-Kinasen wurden mit diesem Stimulus induziert,
dafiir aber eine andere Kinase autokatalytischer Aktivitat, die ein Molekulargewicht von ungefahr 63

kDa besitzt. Die Aktivierung geschah bereits 15 min nach Staurosporin-Zugabe und blieb aktiv, bis der
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Zelltod gemessen werden konnte (Abb. 5.32D). Thapsigargin ist ein Inhibitor der ATP-abhé&ngigen
Ca®*-Pumpe des endoplasmatischen Retikulums und der Kernmembran, die eine Erhdhung der
zytoplasmatischen Calciumionen aus zelleigenen Reservoirs verhindern (Kaneko et al., 1994).
Apoptose induziert durch Thapsigargin aktivierte Kinasen von 38 und 45 kDa, jedoch konnte keine
Induktion der 35, 46, 54 oder 120 kDa-Kinasen in SKW6.4-Zellen detektiert werden (Abb. 5.32E). Das
Ca®* -lonophor A23187 14Bt die Konzentration der intrazellularen Calciumionen ansteigen, aktiviert
dabei Ca**-abhangige Prozesse und induziert in vielen Zellen Apoptose (Zhivotovsky et al., 1994). Bei
diesem Typ der Apoptose konnte keine Aktivierung von Kinasen festgestellt werden (Abb. 5.32F). In
Jurkat-Zellen konnte Apoptose auch durch Hitzeschock (43°C, 60 min, Daten nicht gezeigt) induziert
werden. Hierbei kam es zu einer transienten Induktion von 46 und 54 kDa-Kinasen bis zu 120 min.
Diese Aktivierung kann zur Hitzeschockantwort gehéren und braucht nichts mit der Apoptose zu tun zu
haben, da die Aktivitdt bereits verschwunden war, als nach 9 h DNA-Fragmentierung gemessen
werden konnte. Hierbei war keine Induktion von 35 und 38 kDa-Kinasen meBbar (Daten nicht gezeigt).
Die CD95-vermittelte Apoptose in Jurkat-Zellen zeigte die typische Kinetik des CD95-vermittelten
Todes inklusive die anhaltende Aktivierung der CD95-induzierten Kinasen (Abb. 5.30B). Diese
Ergebnisse zeigen, daB CD95 solche Kinasen aktiviert, deren Molekulargewichtsverteilung im IGK-
Experiment ein spezifisches Profil ergibt und sich von dem der durch Oberflachen-IgM-, Chemikalien-
oder hitzeinduzierter Apoptose induziertem Profil unterscheidet. Durch anti-IgM- oder Thapsigargin-
induzierte Apoptose scheinen einige der CD95-induzierten Kinasen aktiviert zu werden (38 und 45
kDa), doch gleichzeitige Induktion der 35, 46 und 54 kDa-Kinasen konnte nur durch den CD95-
Signalweg erreicht werden.

5.2.3 CD95 induziert Jun-Kinasen der JNK/SAPK-Familie

Die CD95-induzierten Kinasen wurden naher charakterisiert, um zu ermitteln, ob einige der Kinasen
zur JNK/SAPK-Familie gehorten. Ein Weg, Kinasen der JNK/SAPK-Familie zu aktivieren, ist die
Behandlung mit dem Proteinsynthese-Inhibitor Anisomycin (Zinck et al., 1995). Die Inkubation von
HelLa-Zellen mit Anisomycin induziert Aktivierung von 46 und 54 kDa-Kinasen, die mit den anti-APO-1-
induzierten Banden komigrieren (Abb. 5.33A, Bahnen 2 und 4). Das weist auf eine Aktivierung von
Mitgliedern der JNK/SAPK-Familie durch CD95 hin.
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Abb. 5.32: Die Induktion von Apoptosis durch unterschiedliche Stimuli resultiert in der Aktivierung von
spezifischen Kinasen

A: SKW6.4-Zellen wurden mit 5 ug/ml CHX (+) oder Medium (-) inkubiert und dann mit anti-APO-1 stimuliert.

B: K50-Zellen wurden mit 10 pg/ml anti-human-IgM-Ak behandelt.

C: WEHI231-Zellen wurden mit 10 pug/ml anti-murin-IgM-Ak inkubiert.

D-F: SKW6.4-Zellen wurden mit entweder 50 nM Staurosporin (D), 100 nM Thapsigargin (E) oder 5 uM A23187
(F) inkubiert. Alle Zellen wurden mit den verschiedenen Reagentien fir die angegebene Zeit stimuliert. Zellysate
wurden im 9 % IGK-Test analysiert. Nach Inkubation fir 16 h war die induzierte, spezifische Apoptose ausgeldst
durch anti-human-IgM-Ak: 17 %; anti-murin-lgM-Ak: 22 %; Staurosporin: 26 %; Thapsigargin: 18 % und A23187:
30 %.

Es wurde bereits diskutiert, daB die p34°°

(Shi et al., 1994). Zusatzlich konnte gezeigt werden, daB die cdc2-&hnliche Kinase PITSLRE wéhrend
CD95-vermittelter Apoptose aktiviert wird (Lahti et al., 1995). Weil beide Kinasen Histon H1
phosphorylieren, wurde ein IGK Experiment mit CD95-aktivierten SKW6.4-Zellextrakten und Histon H1

-Kinase generell in die Induktion von Apoptose involviert ist

wie auch c-Jun als Substrat durchgefihrt, um nachzupriifen, ob Histonkinasen ebenfalls induziert
werden (Abb. 5.33B, Bahnen 1 und 2). Relativ zum Kontrollgel ohne Substrat war das Muster der
substratspezifischen CD95-induzierten Kinasen gleich fiir beide Substrate. Eine sichtbare Verstarkung
von 35, 46 und 54 kDa autokatalytischer Aktivitdt war zu erkennen, doch die Phosphorylierung von c-

Jun war effizienter.

Da die 46 und 54 kDa c-Jun-Kinasen mit den SAPK aus Anisomycin induzierten HelLa-Zellen
komigrierten (Abb. 5.33A), wurden SAPKs aus CD95-induzierten Zellen mit zwei verschiedenen
Antikérpern immunprazipitiert (Abb. 5.33B). Anti-SAPKa.,B,y ist ein polyklonales Serum, generiert

gegen Ratten-SAPKp, welches nicht zwischen den o-, B- oder »-SAPK-Isoformen dieser Kinasefamilie
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unterscheiden kann. Der anti-JNK1 ist ein monoklonaler Antikdrper, generiert gegen humanes JNK1.
Diese zwei Antikorper immunprazipitierten c-Jun-Kinaseaktivitét von induzierten Extrakten, welche mit
den 46 und 54 kDa-Kinasen komigrierten. Das identifizierte sie als Mitglieder der JNK/SAPK-Familie.
Jedoch im Widerspruch zu den Kinasen im Lysat (Abb. 5.33B, Bahnen 1 und 2) waren die
immunprézipitierten Kinasen wiederholt nicht in der Lage, Histon H1 zu phosphorylieren (Abb. 5.33B,
untere Grafik) und zeigten auch keine Autophosphorylierungsaktivitédt (Abb. 5.33B, obere Grafik).
Daraus ist zu ersehen, daB die Kinasen, die Histon H1 und sich selbst phosphorylieren,
wahrscheinlich nicht Mitglieder der INK/SAPK-Familie sind. Dies deutet darauf hin, daB es zusatzliche
autokatalytische Kinasen von 35/38, 46 und 54 kDa gibt, die Histon H1 phosphorylieren kénnen.

Antikérper gegen Cdc2, Cdk2 oder PITSLRE konnten keine Histon H1-Kinaseaktivitat, die im 1GK-
Experiment beobachtet werden konnte, immunpréazipitieren (Daten nicht gezeigt). Daher kann nicht
davon ausgegangen werden, daB die 54 kDa Histon H1-Kinase die p58 PITSLRE oder die 50 kDa-
proteolytisch aktivierte Form darstellt (Lahti et al., 1995) oder daB die 35 kDa-Kinase Cdc2 oder Cdk2
entspricht. Das letztere ist umso unwahrscheinlicher, als diese Kinasen von ihren Cyclinen im
Experiment getrennt wurden, die sie jedoch flr ihre Aktivitat bendtigen. Da fur die PITSLRE-Kinase
gezeigt wurde, daB sie durch CD95 aktiviert wird, ist es eher méglich, daB sie im IGK-Experiment nicht

renaturiert werden konnte und damit nicht detektierbar war.
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Abb. 5.33: CD95-Stimulation resultiert in der Aktivierung von Mitgliedern der JNK/SAPK-Familie
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(Fortsetzung Abb. 5.33)
A: SKW.6.4-Zellen wurden mit anti-APO-1 und HelLa-Zellen mit 10 uM Anisomycin fiir die angegebene Zeit
stimuliert. Das Gesamtlysat wurde analysiert.
B: 10’ SKW6.4-Zellen wurden fir die angegebene Zeit mit anti-APO-1 stimuliert. Gesamtlysate wurden
analysiert oder in Lysaten wurde entweder mit anti-SAPKo.,f,y oder anti-JNK1 immunprézipitiert (zweimal
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Abb. 5.34: Die Aktivierung der CD95-Kinasen wird durch zVAD-

fmk inhibiert

A: SKW6.4-Zellen wurden ohne (-) oder mit (+) zZVAD-fmk 30 min
vorinkubiert, bevor flr die angegebene Zeit mit anti-APO-1 stimuliert
wurde. In den Bahnen 1 und 2 wurden zum Vergleich die gleichen
SKW6.4-Lysate aufgetragen, wie in Abb. 5.33B (Bahnen 1 und 2).

Alle Proben wurden in einem 9 % IGK-Test analysiert.

B: Messung der Apoptosesensitivitit von SKW6.4-Zellen ohne (J)
und mit (E) Zugabe des Peptids zVAD-fmk. Zellen wurden mit
steigenden Mengen an anti-APO-1 fiir 16 h inkubiert. Die Messung

erfolgte nach der Nicoletti-Methode.

wiederholt). Alle Proben wurden in einem
9 % IGK-Test ohne Substrat (Kontrolle)
oder kopolymerisiertes c-Jun (Jun) oder
Histon H1 (Hist. H1) analysiert.

ZusammengefaBt identifizieren diese
CD95-
stimulierten p46 und p54 c-Jun-

Daten einen Teil der

Kinaseaktivitdt als Mitglieder der
JNK/SAPK-Mitogen-aktivierten

Proteinkinasen.
die Charakteristika der 35/38, 45 und
54 kDa CD95-stimulierten Kinasen mit
Punkt

ahnlicher

Zuséatzlich konnten

ahnlichem isoelektrischem
(Daten

autokatalytischer Aktivitdt und Histon

nicht gezeigt),
H1- und c-Jun-Substratspezifitdt sehr
wahrscheinlich auf die Existenz einer
zusétzlichen und unterschiedlichen
CD95-

induzierbaren Kinasen hindeuten.

Klasse von verwandten

5.2.4 CD95-induzierte Kinasen
benétigen Caspasen

Ein Ansatz, die Ebene der CD95-

aktivierten Kinasen innerhalb des
CD95-Signalweges zu bestimmen, ist,
die Notwendigkeit der Caspasen fiir
die Aktivierung der Kinasen zu
untersuchen. Das Peptid zVAD-fmk
wurde als Protease-Inhibitor benutzt.
Dieses Peptid inhibiert bereits die

erstaktivierte Caspase-8 (vgl. Kapitel

5.1.7.4). Die Vorinkubation von
SKW6.4-Zellen mit dem Inhibitor
resultierte sowohl in einer

vollstandigen Resistenz gegeniiber
anti-APO-1-induzierter
(Abb. 5.34B)

Apoptose

als auch in einer
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Inhibition aller CD95-induzierten Kinasen inklusive der SKW6.4-spezifischen substratunabhangigen
Kinase p120 (Abb. 5.34A). Ahnliche Resultate wurden mit der humanen B-Zellinie BJAB, die stabil mit
dem Poxvirus CrmA-Gen transfiziert wurde, erhalten (Daten nicht gezeigt). Crm A kann ebenfalls
Caspasen inhibieren (vgl. Kapitel 5.1.7.4; Komiyama et al., 1994; Tewari et al., 1995a) und verhindert
ebenfalls CD95-vermittelten Zelltod und Aktivierung der Kinasen. Folglich ist die Prozessierung der
Caspasen im CD95-Signalweg essentiell fir die spatere Aktivierung der CD95-induzierten Kinasen.
Zusammenfassend kann daher gesagt werden, daB3 die detektierten Kinasen unterhalb der Caspasen
und oberhalb der DNA-Fragmentation im CD95-Signalweg liegen.

5.3 Modell fiir die Regulation des CD95-Systems: die T-Lymphozyten

Nicht-aktivierte periphere T-Zellen exprimieren geringe Mengen von CD95 auf ihrer Oberflache (Abb.
5.35A, Tag 0 (d0) T-Zellen). Nach Aktivierung mit PHA flr 16 bis 20 h wurde die CD95-Expression
hochgeregelt (Abb. 5.35A, Tag 1 (d1) T-Zellen). Sowohl dO als auch d1 T-Zellen waren resistent
gegenlber CD95-vermittelter Apoptose (Abb. 5.35B). Langere Kultivierung der T-Zellen in IL-2 nach
der PHA-Stimulation veranderte die Expression von CD95 auf der Zelloberflache nicht wesentlich
(Abb. 5.35A, Tag 6 (d6) T-Zellen). Jedoch gegen Tag 4 der Kultivierung entwickelten die T-Zellen
einen CD95-vermittelten Apoptose-sensitiven Phanotyp (Klas et al., 1993; Daten nicht gezeigt), der
besonders am d6 der Kultivierung ausgepragt war. Die meisten T-Zellen wurden am dé durch anti-
APO-1 getdtet (Abb. 5.35B). Die unterschiedliche CD95-vermittelte Apoptosesensitivitdt am d1 und dé
kann ebenfalls durch Stimulation mit dem anti-CD3 mAk OKT3 beobachtet werden, der
aktivierungsinduzierten Zelltod (AIZT) auslést (Klas et al., 1993). Da dieser AIZT besonders durch das
CD95-Rezeptor/Ligand-System vermittelt wird (Dhein et al., 1995), kann die Sensitivitdt gegeniiber
dem anti-APO-1-Antikdrper als ahnlich der Empfindlichkeit der T-Zellen gegeniber dem AIZT durch
den CD95-Ligand (CD95L) angesehen werden. Aufgrund der Tatsache, daB d1 und d6é T-Zellen
vergleichbare Mengen an CD95 exprimieren, muB die Regulation im CD95-Signalweg erfolgen. Der
erste Schritt in diesem Signalweg ist die DISC-Bildung. Beide T-Zellpopulationen wurden daraufhin
getestet, und es zeigte sich, daB die Bindung von FADD (CAP1 und 2) an den DISC unverandert war.
Dies wurde sowohl mit 2D-Gel-Analyse (Abb. 5.36A und B) als auch mit Western-Blot unter
Verwendung eines anti-FADD mAk (Daten nicht gezeigt) demonstriert. CAP3 assoziierte ebenfalls an
beiden Tagen (d1 und d6) mit dem stimulierten CD95-Rezeptor (Abb. 5.36A und B). Dennoch war der
DISC von d1 T-Zellen nicht vollstandig, da er kein CAP4 (Caspase-8) enthielt, was zur Bildung von
aktiven Untereinheiten notwendig gewesen wére (Medema et al., 1997). Neben CAP1-3 sind auf den
2D-Gelen zwei Spots zu erkennen, die CAP5 und 6 (die Prodoménen von Caspase-8) darstellen
kénnten (Medema et al., 1997). Da kein Unterschied in der Intensitat zwischen diesen Spots in d1 und
d6é T-Zellen beobachtet werden konnte, scheinen die Spots nicht an der Regulation der Sensitivitat

beteiligt zu sein.
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Abb. 5.35: CD95-Expression in peripheren T-Zellen korreliert nicht mit der Sensitivitdt gegeniiber anti-
APO-1-vermittelter Apoptose

A: Oberflachenfarbung von peripheren T-Zellen auf CD95 und CD3. Nicht-stimulierte T-Zellen (d0) wurden mit
PHA fiir 16 h inkubiert (d1), gewaschen und dann in der Gegenwart von IL-2 fir 5 Tage kultiviert (d6).

B: Messung der Apoptosesensitivitdt von T-Zellen nach der Nicoletti-Methode. Es wurden die T-Zellen ohne (-)
oder mit (+) anti-APO-1 fiir 16 h inkubiert.

Die Farbung und die Apoptosemessung sind reprasentativ fir zehn unabh&ngige Experimente.

Ob der DISC von d1 T-Zellen, bei dem Caspase-8 (CAP4) fehlte, auch funktionell inaktiv im Vergleich
zu dem DISC von d6 T-Zellen war, lieB sich mit den immunprazipitierten DISCs im in vitro-Caspase-8-
Spaltungsexperiment (vgl. Kapitel 5.1.7.2) untersuchen. Als Positivkontrolle diente immunpréazipitierter
DISC von H9 T-Zellen, der die aktiven Caspase-8-Untereinheiten p18, p12 und p10 prozessierte (Abb.
5.36C, Bahn 2). Immunprézipierter CD95 von unstimulierten Zellen zeigte keine Aktivitat in diesem
Experiment (Abb. 5.36C, Bahn 1). Ein Vergleich der DISCs von d1 und d6 T-Zellen (Abb. 5.36C,
Bahnen 3 und 4) zeigte, daB nur der DISC von d6 T-Zellen Caspase-8 prozessieren konnte (Abb.
5.36C, Bahn 4), wahrend keine aktiven Caspase-8-Untereinheiten detektiert wurden, wenn der DISC
von d1 T-Zellen benutzt wurde (Abb. 5.36C, Bahn 3). Da die T-Zellen von d0, d1 und d6é vergleichbare
Mengen an zytoplasmatischer Caspase-8 besaBen (Abb. 5.36D), wurde die Fahigkeit des DISCs,
Caspase-8 zu rekrutieren und zu prozessieren, nicht durch die Expression von Caspase-8 geregelt.
Aus diesem Grund wurde mit Hilfe semiquantitativer PCR eine Reihe von verschiedenen
Signalmolekiilen getestet, von denen berichtet wurde, daB3 sie im CD95-Signalweg und einige von
ihnen sogar in die Regulation der Resistenz gegeniber CD95-vermittelter Apoptose involviert sind. In
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d0, d1 und d6é T-Zellen waren die mRNA-Expressionen von FADD und RIP, einem anderen Molekl
mit Todesdomaéne, identisch (Abb. 5.37). Fir FADD wurden die gleichen Expressionsmengen auch auf
Proteinebene bestéatigt (Daten nicht gezeigt). Die mRNA-Mengen von zwei Proteintyrosinphosphatasen
(PTPase) wurden am di1 hochgeregelt, zum Vergleich mit d0. Von der einen der beiden PTPasen
wurde berichtet, daBB sie die CD95-vermittelte Apoptose verstarkt (HCP), wahrend die andere sie
inhibiert (FAP-1) (Su et al., 1995; Sato et al., 1995). Die Expression &nderte sich jedoch zwischen d1
und 6 nicht signifikant (Abb. 5.37). Die Caspase-8-Expression wurde mit zwei Primerpaaren getestet.
Das eine war gegen den N-Terminus, das andere gegen den C-Terminus gerichtet. Mit beiden
Primerpaaren lieBen sich keine Verédnderungen der Expression feststellen (Abb. 5.37), was die oben
gezeigte Analyse bestétigt (Abb. 5.37D). Die Interpretation der Daten 1&Bt den SchluB zu, daB die
Rekrutierung von Caspase-8 an den DISC, welche die Sensitivitdt des CD95-Signalweges bestimmt,

nicht von der Expression von Caspase-8 oder den anderen getesteten Molekilen abhangig ist.
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Abb. 5.36: Nur der DISC von Tag 6 T-Zellen aktiviert Caspase-8

(Fortsetzung Abb. 5.36)

A und B: Metabolisch markierte Tag 1 (d1, A) und Tag 6 (d6, B) T-Zellen wurden 5 min mit anti-APO-1 stimuliert
und lysiert. Der DISC wurde immunprazipitiert und auf 2D-Gelen analysiert. Die Migrationspositionen von CD95
sind durch eine groBe Box, von Caspase-8 durch einen weiBen Pfeil und von CAP1-3 durch eine kleine Box
gekennzeichnet. Die jeweils zwei schwarzen Pfeile markieren Proteine, die identisch mit CAP5 und CAP6
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migrieren (s. Text). Die gezeigten Gele sind reprasentativ fir drei unabhangige Experimente.

C: Das in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment mit CD95-IP aus Lysaten von unstimulierten (Bahn 1) und
stimulierten (Bahn 2) H9-T-Zellen oder von stimulierten d1 (Bahn 3) und d6 (Bahn 4) T-Zellen. Die p43, p18, p12
und p10 Spaltprodukte von Caspase-8 sind markiert. die Daten sind représentativ flr drei unabhangige
Experimente.

D: Zytosolische Caspase-8 wurde in metabolisch markierten T-Zellen mit dem R1-Ak detektiert. Die
Migrationsposition von CAP4 (Caspase-8) ist durch einen weiBen Pfeil gekennzeichnet. Der zuséatzliche Spot
unterhalb von CAP4 in d1 T-Zellen ist ein Hintergrundspot und wurde nicht spezifisch durch den R1-Ak erkannt.

Es wurde beschrieben, daB Mitglieder der Bcl-2-Familie Zellen vor einer Reihe von apoptotischen
Stimuli schitzen kénnen (Korsmeyer, 1992). AuBerdem wurde gezeigt, daB bei bestimmtem Umgang

mit T- und B-Zellen diese dann resistent gegeniiber Apoptose werden, was durch die Menge der Bcl-x.

do d1 dé6

F =

FAP-1

Caspase-8
(N-Terminus)

Caspase-8
(C-Terminus)

Abb. 5.37: Die mRNA-Expression von CD95-Signalmolekiilen der Tag0, Tag1 und Tag 6 T-Zellen
korreliert nicht mit der Sensitiviat gegentiiber CD95-vermittelter Apoptose

Die Detektion der mRNA erfolgte Gber RT-PCR; die Migrationsposition des 508 bp Caspase-8-C-terminalen
Fragmentes ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Expression vermittelt werden soll (Broome et al., 1995; Boise et al., 1995b; Choi et al., 1995). Aufgrund
dessen wurden die Expressionen von Bcl-2-Familienmitgliedern in d0, d1 und d6é T-Zellen untersucht
(Abb. 5.38). Es stellte sich heraus, daB sich die Proteinmenge von Bcl-2 durch T-Zell-Aktivierung nicht
anderte (Abb. 5.38B). Auch die Expression der apoptoseférdernden Molekille Bax-o und Bik blieb
unverandert, was durch RT-PCR und Western-Blot gezeigt werden konnte (Abb. 5.38, Daten nicht
gezeigt). Es lieB sich jedoch ein bemerkenswerter Unterschied in der Expression von Bcl-x, sowohl auf
mRNA als auch auf Proteinebene zeigen (Abb. 5.38A und B). Wéahrend Bcl-x_ in d0 T-Zellen kaum
detektierbar war, wurde Bcl-x_ in den resistenten d1 T-Zellen stark hochreguliert. In den Apoptose-

sensitiven dé T-Zellen war Bcl-x_ hingegen wieder fast undetektierbar.
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Abb. 5.38: Bcl-xL mRNA- und Proteinexpression korreliert mit CD95-Sensitivitat in peripheren T-Zellen

RT-PCR und Western-Blots werden gezeigt. Aufgrund einer sehr geringen Anzahl von Bcl-2 mRNA-Kopien
konnte Bcl-2 nicht durch RT-PCR nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit war der Signalweg des CD95-Rezeptors noch wenig erforscht. Der damalige
Kenntnisstand umfafBte die Notwendigkeit der Rezeptoroligomerisierung flr die Signaltransduktion (s.
Kapitel 3.5.1) und die Entdeckung der entscheidenden signaliibermittelnden Doméane im intrazellularen
Teil von CD95, der Todesdoméne (,Death Domain®, DD) (s. Kapitel 3.5.2). Welche Molekiile an CD95
binden und das Apoptosesignal weiterleiten wirden, war unbekannt. Erst im Laufe dieser Arbeit
wurden sieben mdgliche Kandidaten publiziert. Sie wurden mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems in Hefe
gefunden (s. Kapitel 3.5.3). Auch der Signalweg unterhalb der Rezeptorebene lieB Fragen offen. Es
wurden die Ceramide, Protein-Tyrosin-Kinasen, Phosphatasen und PKC diskutiert (s. Kapitel 3.5.4).
Von den Mitgliedern der Caspasen waren zu Beginn dieser Arbeit lediglich drei bekannt (Caspase-1

bis -3) (s. Kapitel 3.5.5). lhre Rolle in den Apoptosesignalwegen war nicht gesichert.

6.1 Der Tod-induzierende Signalkomplex (DISC) des CD95-Rezeptors

In dieser Arbeit wurden mit einem biochemischen Ansatz drei Molekiile (FADD, Caspase-8 und CAP3)
gefunden und charakterisiert, die an stimulierte CD95-Rezeptoren binden und das Apoptosesignal in
die Zelle weiterleiten. Sie wurden anfangs als CAPs (fir ,Cytotoxicity-dependent APO-1-associated
Proteins“) bezeichnet, und oligomerisierte Rezeptoren mit den assoziierten CAPs erhielten den Namen
DISC (fur ,Death-Inducing Signaling Complex®) (Kischkel et al., 1995). Die Identifikation der CAPs
ergab, daB von den sieben publizierten CD95-assoziierten Proteinen FADD/MORT1 (Chinnaiyan et al.,
1995; Boldin et al., 1995) als CAP1 und 2 charakterisiert werden konnte. CAP1 und 2 entstehen durch
unterschiedliche Serinphosphorylierung von FADD (Kischkel et al., 1995; Zhang und Winoto, 1996).
Erste Hinweise auf eine Proteinkinase, die FADD phosphoryliert, konnten in dieser Doktorarbeit
etabliert werden (s. Kapitel 5.1.3.2). Es handelt sich um ein ca. 70 kD groBes Protein, das eine
Autophosphorylierungsaktivitdt besitzt. Jedoch ist die Funktion dieser Phosphorylierung noch
vollkommen unklar und wird von C. Scaffidi im Rahmen seiner Doktorarbeit eingehend untersucht. Die
anderen sechs mdglichen Signalmolekiile entsprechen keinem CAP. Damit bleibt fir diese Molekiile
die Frage zu beantworten, ob sie im CD95-Signalweg Uberhaupt benétigt werden, insbesondere da alle
bisherigen Daten aus in vitro-Experimenten stammen. Ein groBer Nachteil der in vitro-Systeme besteht
darin, daB die Proteine Uberexprimiert werden. Die Funktion des Uberexprimierten Moleklls kann
dabei aber von der des Proteins im physiologischen Kontext abweichen. So kann es z.B. zu
Bindungen zwischen Molekilen kommen, die in vivo aufgrund zu geringer Affinitdten keine
Wechselwirkung zeigen. Wird die Konzentration eines Molekiils jedoch durch Uberexpression erhéht,
kénnen schon diese geringen Bindungsaffinitadten fir eine Assoziation ausreichen. Die Proteine
kénnen dann in Signalwege und zellulare Funktionen eingreifen, in denen sie in vivo nicht involviert

sind. Dieser Punkt wird im nachfolgenden wiederholt aufgegriffen werden.

Die anderen CAPs, CAP3-6, stimmten nicht gleichzeitig im Molekulargewicht und im isoelektrischen
Punkt (pl) mit den verdffentlichten CD95-assoziierten Proteinen Uberein. Diese CAPs stellten somit

unbekannte Moleklle dar. Die Sequenzierung von CAP3 und 4 ergab, daB CAP4 ein neues Mitglied
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der Caspasen war und CAP3 zumindestens im N-terminalen Bereich identisch mit CAP4 zu sein
scheint (s. Kapitel 6.2). CAP4 wurde in unserer Ver6ffentlichung FLICE und von zwei anderen
Gruppen, die zeitgleich und spéter dieselbe Protease publizierten, MACH und Mch5 genannt (Muzio et
al., 1996; Boldin et al., 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996). Ende 1996 wurde dann eine neue
Nomenklatur fiir diese Cysteinproteasenfamilie eingefiinrt und damit bekam CAP4 (FLICE) den
Namen Caspase-8 (Alnemri et al., 1996). Die Charakterisierung von CAP5 und 6 fihrte zur Erkenntnis,

daf sie die Prodomanen von Caspase-8 sind (s. Kapitel 6.2).

Um die Identitdt von CAP 3 und 4 zu kléren, wurden diese Proteine, die bis dahin ausschlieBlich als
®3-markierte Spots vorlagen, so angereichert, daB sie auf silbergefarbten 2D-Gelen sichtbar wurden.
Die so erzielten Mengen hétten aber bei weitem nicht gereicht, CAP3 und 4 mit konventionellem
Edmanabbau zu sequenzieren. Deshalb wurde in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Matthias Mann
(EMBL, Heidelberg) die Methode der direkten Sequenzierung von Femtomolen silbergefarbter Proteine
von 2D-Gelen mittels Nano-Electrospray Tandem-Massenspektrometrie (Nano-ES-MS/MS) genutzt.
Die Gruppe um M. Mann hatte kurz zuvor die erste Klonierung eines unbekannten Testproteins mit
dieser Technik publiziert (Wilm et al., 1996). Es wurde auf einem analytischen Standard-2D-Gel der
immunpréazipitierte DISC von K50-Zellen aus etwa 5 | Zellkultur aufgetrennt. Die beiden silbergefarbten
Proteinspots, die CAP3 und 4 entsprachen, wurden ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und diese
Mischung zur Sequenzierung verwendet. Die Menge an CAP4, die schlieBlich sequenziert wurde,
entsprach etwa 200 fmol. Dies ist etwa 1/1000 der zur Sequenzierung mit herkdbmmlichen Techniken
benétigten Menge. Die Sequenzierung erbrachte die vollstindige Sequenz von 5 Peptiden, die 41
Aminosauren des gesuchten Proteins abdeckten (s. Kapitel 5.1.5.1). Es wurde zuerst versucht, das
gesuchte Protein mit Hilfe von Proteindatenbanken zu identifizieren. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren
etwa 60 % der cDNAs des menschlichen Genoms in Bruchstlicken in den sogenannten "Expressed
Sequence Tags", den EST-Sequenzen, enthalten. In der Tat ergab eine Suche mit den sequenzierten
Peptiden, daB sich das Peptid T1 in einem Klon der EST-Datenbank (GenBank Zugangsnummer
N43544) wiederfand. Diese 103 Aminosdure-lange Sequenz war homolog zum C-Terminus aller
bekannten Caspasen. Um die vollstandige Sequenz dieser neuen Caspase zu erhalten, wurde in
Zusammenarbeit mit der Gruppe V. Dixit die private cDNA-Datenbank von Human Genome Sciences
(Rockville, Maryland, USA) durchsucht. Diese Firma besaB nach eigenen Angaben schon etwa 80 %
der exprimierten Gene in cDNA Form in ihrer Datenbank. Tatséchlich fand sich ein vollsténdiger Klon,
der alle 5 durchsequenzierten Peptide enthielt (GenBank Zugangsnummer U58143). CAP3 wurde auf
die gleiche Weise sequenziert (s. Kapitel 5.1.6).

Caspase-8 stellt das erste auf diese Weise klonierte Molekil dar. Mit etablierten Methoden hatte die
Klonierung erheblich langer gedauert. Es hatte 100- bis 1000-fach mehr Protein aufgereinigt werden
missen, um es mit der Methode Uber Edman-Abbau zu sequenzieren. Auch die Nutzung der
Datenbanken, in denen im Zuge des humanen Genomprojektes die menschlichen Gene sequenziert
werden, lieB die Notwendigkeit einer Klonierung im herkdmmlichen Sinn Uberflissig werden.
Zusétzlich begiinstigte der schnelle Datenaustausch Uber das Internet das Arbeiten mit den

Kooperationspartnern. Dies fiihrte letztendlich dazu, daB zwischen dem Austausch der ersten
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Caspase-8-Peptidsequenzen und der fertigen Publikation (Muzio et al., 1996) lediglich 8 Tage
vergingen. So scheint in Zukunft die Identifikation von Banden und Spots direkt von Proteingelen
wesentlich einfacher zu werden, da mit den verbesserten Methoden in der Massenspektrometrie in

Kombination mit den Nukleotid- und Protein-Datenbanken, diese Proteine direkt zugénglich werden.

6.2 Caspase-8 als Schilisselmolekiil im Todesrezeptor-Signalweg?

Die Entdeckung, daB zu dem CED-3-Protein in C. elegans menschliche Homologe (Caspasen)
existieren, deutete auf die Konservierung der Todessignalwege im Tierreich und auf die Wichtigkeit
der Caspasen generell in der Apoptose hin. Jedoch gab es zu Beginn dieser Arbeit wenig
experimentelle Daten, die diese Idee untermauerten. Die Notwendigkeit der Caspasen speziell im
CD95-Signalweg war bis dahin vollkommen ungeklart. Im Laufe dieser Arbeit konnte von anderen
Gruppen gezeigt werden, daB sowohl Caspase-1 als auch Caspase-3 in der CD95-vermittelten
Apoptose eine Rolle spielen. So waren Thymozyten in Caspase-1'/'-Méusen resistent gegeniber
CD95-vermittelter Apoptose (Kuida et al., 1995). Diesen Zelltod konnte man mit zwei Inhibitoren
blockieren, die spezifisch Caspase-1 hemmen konnten, ndmlich mit CrmA (Komiyama et al., 1994;
Schlegel et al., 1996) und mit dem Peptid Ac-YVAD-CHO (Walker et al., 1994; Nicholson et al., 1995).
Zusétzlich konnte gezeigt werden, daB eine Caspase-3-ahnliche Protease im CD95-Signalweg existiert
(Enari et al., 1996). Spater wurde jedoch klar, daB beide Caspasen nicht essentiell fir die CD95-
vermittelte Apoptose sind. Eine Reihe von Zellen, die Caspase-1 nicht exprimieren, sind sehr sensitv
gegenliber dem CD95-induzierten Zelltod. In Jurkat-T-Zellen und zwei Karzinomzellinien konnte
gezeigt werden, daB sie keine Caspase-1 exprimierten und auch nicht durch Ac-YVAD-CHO am
CD95-vermittelten Zelltod gehindert werden konnten (Hasegawa et al., 1996; Schlegel et al., 1996).
Der Caspase-3-spezifische Inhibitor AC-DEVD-CHO konnte jedoch die Apoptose in diesen Zellen gut
blockieren. Dies bedeutet, daB eine Caspase-3-ahnliche Protease im CD95-Signalweg involviert ist.
Neuere Untersuchungen zeigen, daB weder Caspase-1 noch Caspase-3 essentiell flir den durch
ZTLs-induzierten CD95-Signalweg ist (Darmon und Bleackley, 1996). Aus diesen Daten 4Bt sich
schlieBen, daB eine zusatzliche Caspase oberhalb von Caspase-1 und -3 existieren muB.

Das in dieser Arbeit charakterisierte CAP4 flihrte zur Erkenntnis, daBB es sich um eine Caspase
handelt, die Bestandteil des CD95-DISC ist und damit die oberste Caspase im CD95-Signalweg
darstellt. Im Verlauf dieser Doktorarbeit flihrten weitergehende Untersuchungen zu dem Ergebnis, dal3
die Aktivierung dieser Caspase-8 den CD95-DISC benétigt. In vitro-Caspase-8-Aktivitat konnte durch
Ac-DEVD-CHO, jedoch nicht durch Ac-YVAD-CHO, inhibiert werden. Dies bestatigt, daB Caspase-8
eine Caspase-3-dhnliche Substratspezifitat besitzt. Caspase-8 wurde ebenfalls effektiv in vivo und in
vitro durch zVAD-fmk inhibiert. Die Inhibiton erfolgte dabei bereits auf der DISC-Ebene.
Uberexpression von CrmA blockierte ebenfalls den CD95-Signalweg. Jedoch hemmte CrmA den
CD95-Signalweg nicht auf der DISC-Ebene. CrmA scheint die aktive Caspase-8 im Zytosol zu
blockieren, wie mit rekombinanter Caspase-8 gezeigt wurde (Srinivasula et al., 1996a; Muzio et al.,
1997). Somit blockt dieser virale Inhibitor wahrscheinlich den CD95-Signalweg ebenfalls sehr frih,

namlich auf der Stufe der aktiven Caspase-8-Untereinheiten.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB Caspase-8 nur gespalten wird, wenn sie an den DISC
gebunden ist. Durch Bindung der Caspase-8 an den DISC kénnte es zu einer Konformationsénderung
kommen, wodurch das Enzym proteolytisch aktiv wird. Die erste Spaltung der Caspase-8 erfolgt am
Asp-374. Dies fuhrt zur Bildung der N-terminalen p43- und der C-terminalen p12-Intermediate. Weitere
Prozessierung geschieht wahrscheinlich am Asp-223 und Asp-398. Dabei entstehen die aktiven
Untereinheiten p10 und p18 und die Caspase-8-Prodoméane p26. Die autoproteolytische Aktivierung
scheint ein allgemeingultiger Mechanismus fiir Caspasen zu sein. Es konnte sowohl fiir Caspase-1 als
auch fir Caspase-3 gezeigt werden, daB sie sich selbst spalten kdnnen (Ramage et al., 1995; Wang
et al., 1996; Yamin et al., 1996). (Pro)-Caspase-1 muB fiir die Aktivierung oligomerisieren (Gu et al.,
1995b), ahnlich wie (Pro-)Caspase-8, die die Oligomerisierung mit FADD am DISC benétigt. Die erste
Spaltung bei Caspase-1 erfolgt am Asp-297, welches die erste der zwei distalen Spaltstellen darstellt
(Ramage et al., 1995; Yamin et al., 1996). Diese ahnelt der fir Caspase-8 gefundenden Spalistelle,
die von uns publiziert wurde (Medema et al., 1997). Dann wird bei Caspase-1 ein 19 As-langer und bei
Caspase-8 ein 24 As-langer Bereich, der sich zwischen den groBen und kleinen Untereinheiten
befindet, proteolytisch entfernt. Es wurde ebenfalls gezeigt, daB bei Pro-Caspase-1 wahrend der
Konformationséanderungen auch intermolekulare Proteolyse stattfindet (Yamin et al.,, 1996).
Interessanterweise lieB sich eindeutig eine Spaltung von enzymatisch inaktiver Caspase-8
beobachten, die am C-Terminus deletiert war und eine Mutation im aktiven Zentrum von Cys-360 zu
Ser-360 besaB. Dies deutet ebenfalls auf eine intermolekulare Spaltung hin. Dabei kénnten Molekdlle
der Wildtyp-Caspase-8, die mit dem DISC immunprazipitiert wurden, die mutierte Caspase-8 spalten.
Obwohl die Aktivierung von Caspase-1 und Caspase-8 analog zu geschehen scheint, kann nicht
ausgeschlossen werden, daB nicht die Oligomerisierung, sondern vielleicht andere Faktoren im DISC

far die Aktivierung verantwortlich sind. Einer dieser Faktoren kdnnte CAP3 sein.

Wie die Caspase-8 in vivo aktiviert wird, faBt Abb. 6.1 zusammen. Die Aggregation von CD95, die z. B.
durch den agonistischen Antikérper anti-APO-1 induziert werden kann, fiihrt dazu, daB FADD (CAP1
und 2) an die zytoplasmatische Todesdoméne des CD95-Molekdls rekrutiert wird. FADD wirkt als
Adapter und bindet Caspase-8 Uber eine DED-DED-Wechselwirkung an den Rezeptor (Abb. 6.11).
Caspase-8 wird daraufhin autoproteolytisch in die aktiven Untereinheiten p10 und p18 gespalten, die,
vom Rezeptor freigesetzt, im Zytosol weitere Substrate spalten kénnen (Abb. 6.1 1l). Dabei wird die
gesamte zelluldre Caspase-8 aktiviert. Die Bindung von Caspase-8 an FADD ohne den restlichen
DISC reicht nicht aus, um Caspase-8 zu aktivieren. Die Prozessierung von Caspase-8 flihrt auBer der
Bildung des aktiven Enzyms (p10 und p18) noch zur Entstehung der Prodomé&nen (p26 (CAP5) und
p24(CAPS6)), die sowohl am DISC (Abb. 6.1 1ll) als auch im Zytosol gefunden werden.
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Abb. 6.1: Modell der Caspase-8-Aktivierung

(Fortsetzung Abb. 6.1)

Durch Oligomerisierung von CD95 durch den agonistischen Antiképer anti-APO-1 werden FADD (CAP1 und 2),
CAP3 und Caspase-8 (CAP4) an die zytoplasmatische Todesdoméane von CD95 tber DD-DD-, bzw. DED-DED-
Wechselwirkungen angelagert (l). Caspase-8 wird in einem zweistufigen - wahrscheinlich autoproteolytischen -
Mechanismus zu aktivem Enzym gespalten, das, so postuliert, ahnlich wie Caspase-1 und Caspase-3, als
Heterodimer (p18/p10). vorliegt (lI). Die Prodomanen p26 (CAP5) und p24 (CAP6) verweilen kurz am DISC,
bevor sie in das Zytoplasma abgegeben werden und eine neue Caspase-8 aktiviert werden kann.
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Mit Hilfe des R2-Ak, der die p10-Untereinheit der Caspase-8 erkennt, konnte die gespaltene p10-
Untereinheit bereits 1 min nach anti-APO-1-Stimulation im Western-Blot nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Damit ist die Spaltung von Caspase-8 das schnellste proteolytische Geschehen, das in

allen bekannten Apoptoseformen bekannt ist.

Es konnte gezeigt werden, dafB die physiologische Aktivierung von Caspase-8 im CD95-Signalweg am
DISC erfolgt. Versuche, den DISC in vitro zu rekonstituieren, waren nicht erfolgreich. So wurden in
vitro-translatierte *°S-markierte Caspase-8 und der rekombinante zytoplasmatische Teil von CD95
(CD95zT) zusammen mit GST-FADD-Fusionsprotein bzw. GST-FADD-Fusionsprotein nach Inkubation
mit SKW6.4-Lysat - damit sollte endogenes FADD an CD95zT binden - inkubiert (s. Kapitel 5.1.7.2).
Hierbei konnte keine Caspase-8-Spaltung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Eine FADD-IP von
unstimulierten oder stimulierten Zellen fiihrte ebenfalls nicht zu einer Caspase-8-Spaltung. Ein Grund
kénnte das Fehlen von CAP3 in diesen Experimenten sein. Die Rolle von CAP3 im DISC bleibt noch
zu bestimmen. Obwohl die Sequenzierung von zwei Peptiden aus CAP3 ergab, daB CAP3 die
Prodomane von Caspase-8 besitzt, kann es kein Spaltprodukt von Caspase-8 sein. Hierfir gibt es drei
Grunde. Erstens verandert sich CAP3 nicht wahrend der Spaltung von Caspase-8 zu CAP5 und 6.
Zweitens ahnelt kein Produkt im in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment CAP3, und drittens lieB sich
mit dem Caspase-8-spezifischen R1-Ak im Gegensatz zu CAP5 und 6 kein CAP3 immunpréazipitieren.
Obwohl die Identitdt von CAP3 immer noch nicht vollstdndig bekannt ist, scheint es eine wichtige
regulatorische Funktion zu besitzen, denn CAP3 ist im DISC von allen getesteten Zellinien vorhanden.
CAP3 konnte eventuell eine der Isoformen von Caspase-8 sein, die keine Caspasendoméne besitzt
(Boldin et al., 1996). Doch stimmt keine der publizierten N-terminalen MACHpB-Isoformen mit dem

Molekulargewicht und dem isoelektrischen Punkt von CAP3 Uberein.

Es wurden mehrere Isoformen verdffentlicht, die das Bild der Caspase-8-Aktivierung komplizierter
erschienen lieBen (Boldin et al., 1996; Alnemri et al., 1996). Scaffidi et al. (1997) konnten jedoch mit
Hilfe von monoklonalen Antikdrpern (mAks) zeigen, daB zwei Isoformen bevorzugt in Zellen exprimiert
werden und daB beide Isoformen Bestandteil des CD95-DISC sind. Nach neuer Nomenklatur (Alnemri
et al., 1996) werden diese Isoformen Caspase-8/a (CAP4/FLICE/MACHa1) und Caspase-8/b
(MACHo2) genannt. Der Unterschied zwischen den beiden Isoformen liegt lediglich in einer 15 As
langen Deletion im Bereich zwischen den DEDs und der Proteasedomane (Abb. 6.2). Das heiB3t, beide
Isoformen erzeugen die gleiche aktive Protease. AuBerdem konnte bis jetzt kein Unterschied in der
Aktivierung und Funktion der Isoformen gefunden werden. Aus den in vitro-Caspase-8-
Spaltungsexperimenten und der nachfolgenden Arbeit von Scaffidi et al. (1997) 1&4Bt sich nun ein
detaillierter Mechanismus der Caspase-8-Spaltung ableiten: Nach Stimulation des CD95-Systems und
Ausbildung des DISC werden die beiden Caspase-8-Isoformen (Caspase-8/a (CAP4) und
Caspase-8/b) zunachst in ein 43-kDa-, ein 41-kDa- (p43, p41) und ein 12-kDa-Fragment (p12)
gespalten. Aus dem p12-Fragment entsteht daraufhin das p10-Fragment. p43 bzw. p41 werden weiter
prozessiert, wodurch p26 (CAP5) bzw. p24 (CAP6) und p18 entstehen. Die aktive Form von
Caspase-8 bildet sich wahrscheinlich durch Assoziation von p10 mit dem p18-Fragment und

anschlieBender Dimerisierung zu (p10/p18),. Ein solches Heterodimer wurde auch fir die verwandten
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Proteasen Caspase-1 und -3 kristallographisch nachgewiesen (Walker et al., 1995; Wilson et al.,
1994) und wurde daher auch fiir Caspase-8 postuliert (Medema et al., 1997). Eine Zusammenfassung
der Ergebnisse ist in Abb. 6.2 illustriert.
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Abb. 6.2: Aktivierungsmechanismus der beiden Caspase-8-Isoformen

Mit 1., 1. und lll. sind die im Text erlauterten Proteolyseschritte gekennzeichnet. Die DEDs, die p10- und p18-
Untereinheiten des Enzyms sind als Kastchen gekennzeichnet. Die schwarze Box symbolisiert die 15
Aminoséauren, die Caspase-8/a von Caspase-8/b unterscheiden (Spaltstellen nach Medema et al., 1997).

Die Notwendigkeit der Caspase-8 im CD95-Signalweg konnte in dieser Arbeit wie oben beschrieben
gezeigt werden. Da die anderen Todesrezeptoren ebenfalls eine intrazellulare DD besitzen, liegt die
Vermutung nah, daB auch sie Caspase-8 (indirekt Uber FADD oder FADD-ahnliche Molekiile) als
essentielles Signalmolekl rekrutieren. Im Einklang mit dieser Vermutung blockierten FADD-DN und
die funktionell inaktive Caspase-8 nicht nur den CD95-Signalweg, sondern verhinderten auch die TNF-
Rl-induzierte Apoptose in Uberexpressionssystemen (Chinnaiyan et al., 1996¢; Boldin et al., 1996).
Uberexpression von Molekiilen mit DEDs oder DDs wie Caspase-8 oder FADD kénnten jedoch jede
andere DED- oder DD-Proteinbindung zum Rezeptor blockieren und damit den ganzen Signalweg
unterbinden. Ubereinstimmend mit dieser Annahme konnten weder wir noch andere eine direkte
Interaktion von FADD mit TNF-RI nachweisen (unverdffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe;
H.-B. Shu und D. Goeddel, persénliche Mitteilung). Daraus folgt, daB TNF-RI entweder einen anderen
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Satz von Signalmolekilen benutzt (z. B. ein FADD-&hnliches Molekil) oder daB FADD indirekt an den
Rezeptor koppelt (Abb. 6.3). Die Beantwortung der Frage, ob Caspase-8 durch TNF-RI aktiviert wird,
sollte dieses Problem klaren. Mit TNFa-stimulierte Zellen zeigten, daB Caspase-8 prozessiert wird
(unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe), woraus zu schlieBen ist, daB TNF-RI tatsachlich einen
ahnlichen Signalweg zur Induktion der Apoptose benutzt. Zur Zeit ist es noch unklar, ob Caspase-8
durch Assoziation mit TNF-RI aktiviert wird, oder ihre Aktivierung das Ergebnis einer sekundéren
Aktivierung ist. Im Gegensatz zu CD95-Signalen sind TNF-RI-Signale, die zur Induktion des Zelltods
fihren, viel differenzierter (Abb. 6.3). So fiihrt die Stimulation des TNF-RI neben der Induktion von
Apoptose Uber Caspasen zusétzlich sowohl zur Aktivierung von NF-xB und MAPKs als auch zur
Arachidonsaure-Freisetzung (Liu et al., 1996; Ichijo et al., 1997). Die verantwortlichen Molekiile
TRADD, RIP, TRAF2, MADD und c-IAP1 binden dabei zum Teil direkt bzw. indirekt an den
oligomerisierten Rezeptor (Liu et al., 1996; Hsu et al., 1996; Shu et al., 1996; Schievella et al., 1997).
Diese Molekiile wurden alle mit dem Two-Hybrid-System gefunden. Dabei sind TRAF2 und c-IAP1 die
einzigen Moleklle ohne eine DD. Sie binden auch nicht direkt, sondern indirekt tiber TRADD an den
TNF-RI (Shu et al., 1996). Ebenso scheint RIP TRADD zur Assoziation zu benutzen (Hsu et al., 1996).
Bis jetzt konnte eine in vivo-Assoziation lediglich von TRADD, TRAF2, RIP und c-IAP1 gezeigt werden
(Hsu et al., 1995; Hsu et al., 1996; Shu et al., 1996). In der Verdffentlichung von Liu et al. (1996) wurde
eine anti-apoptotische Wirkung von NF-kB nachgewiesen. Dabei wird NF-kB durch TRAF2 und RIP
aktiviert. Die Funktion der MAPK, die durch TRAF2, RIP und MADD induziert werden, ist bis jetzt noch
nicht geklart. Die MADD-vermittelte Arachidonsdure-Freisetzung fuhrt zur Bildung von Prostaglandinen
und Leukotrienen, die proinflammatorische Mediatoren darstellen (Heller und Kronke, 1994). Kirzlich
wurde ein weiteres DD-Protein identifiziert, welches an TNF-RI in vitro und bei Uberexpression in 293-
Zellen bindet. Dieses Protein, RAIDD/CRADD (Duan und Dixit, 1997; Ahmad et al., 1997) tragt eine
DD an seinem C-Terminus, und an seinem N-Terminus hat es Homologie zur Caspase-2-Prodomane.
Es assoziierte effizienter mit TNF-RI in Gegenwart von RIP. Daher wurde angenommen, da3 RAIDD
an TNF-RI koppelt und die Aktivierung von Caspase-2 induziert. Es sind allerdings keine in vivo-Daten

verflgbar, und der Mechanismus der Caspase-2-Aktivierung bleibt noch zu bestimmen.

FOr den Todesrezeptor DR3 wurde berichtet, da er an FADD, TRADD, TRAF2 und an Caspase-8
bindet (Chinnaiyan et al., 1996a) (Abb. 6.3). Seine TNF-RI-&hnliche Struktur I&Bt erwarten, daB er eine
ahnliche Signalfunktion wie TNF-RI besitzt. Wie TNF-RI kann DR3 Apoptose induzieren und NF-xB
aktivieren (Chinnaiyan et al., 1996a; Bodmer et al., 1997; Kitson et al., 1996; Marters et al., 1996b;
Screaton et al.,, 1997b; Degli-Esposti et al., 1997). Eine mdégliche Caspase-8-Rekrutierung in den
Rezeptorsignalkomplex kdnnte daher mdglich sein. Es ist jedoch noch kein Ligand kloniert und noch
kein agonistischen Antikérper erzeugt worden. Alle Informationen (ber Signalwege sind durch
Verwendung von Uberexpressionssystemen entstanden, die - wie besprochen - vorsichtig zu bewerten

sind.

DR4, ein weiteres Mitglied der Todesrezeptoren, war der erste klonierte Rezeptor, der TRAIL binden
konnte (Pan et al., 1997b) (s. Kapitel 3.2). Der TRAIL-Rezeptorsignalweg scheint kein FADD zu
bendétigen, da FADD-DN TRAIL-induzierte Apoptose nicht verhindern konnte (Marters et al., 1996a).
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Sara Mariani aus unserer Arbeitsgruppe beobachtete aber einen kompletten TRAIL-R-Signalblock, als
sie BJAB-Zellen mit TRAIL behandelte, die FADD-DN Uberexprimierten (persénliche Mitteilung). Diese
widerspruchlichen Ergebnisse kdnnten mit unterschiedlichen Mengen an Uberexprimiertem FADD-DN
erklart werden, denn FADD-DN ist kein echtes dominant-negatives Molekll, sondern dient als
kompetitiver Inhibitor. Vor kurzem wurde ein zweiter TRAIL-R identifiziert (TRAIL-RII/DR5), der FADD
bindet (Walczak et al., 1997; Sheridan et al., 1997; Pan et al., 1997a) (Abb. 6.3). Die Existenz von zwei
TRAIL-Rezeptoren kdnnte eine alternative Erklarung fir die widerspruchlichen Ergebnisse sein, die
hinsichtlich der Beteiligung von FADD am Signalweg bestehen. Weiterhin stellte sich heraus, daB
TRAIL-R-Signale die Aktivierung von Caspasen einschlieBen (Mariani et al., 1997). Bei
Untersuchungen der TRAIL-sensitiven BJAB-Zellen durch unsere Arbeitsgruppe wurde kirzlich eine
Caspase-8-Aktivierung nach Inkubation mit TRAIL entdeckt (S. Mariani, persénliche Mitteilung). Es ist
wahrscheinlich, daB Caspase-8 oder andere Caspasen im TRAIL-R-Signalweg involviert sind. Dies
deutet darauf hin, daB der TRAIL-R-Signalweg ahnlich wie der CD95-Signalweg strukturiert ist, zumal
auch der TRAIL-induzierte Zelltod sehr schnell ablduft. Damit scheint sich anzudeuten, daB alle
Todesrezeptoren dieselbe Art von Signalweg benutzen, um Apoptose auszuldsen. Diese Signalwege
scheinen alle Caspasen zu aktivieren. Vielleicht unterscheiden sie sich lediglich in den
Adaptormolekiilen an den Rezeptoren und eventuell den ersten Caspasen, um Spezifitit zu
gewahrleisten. AnschlieBend kénnten sie alle in einem gemeinsamen Signalweg zusammenkommen,

denn der durch die einzelnen Todesrezeptoren ausgeldste Zelltod ist &hnlich.
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Ein anderer Ansatz, die Bedeutung der Caspase-8 in den Signalwegen der Todesrezeptoren oder
zumindestens im Signalweg von CD95 zu zeigen, ist die Untersuchung des Caspase-8-Gens in bezug
auf Krankheiten. Hierzu wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Peter Lichter (DKFZ,
Heidelberg) und Petra Kioschis aus der Arbeitsgruppe von Annemarie Poustka (DKFZ, Heidelberg)
Mensch- und Maus-Caspase-8-Gene durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung auf Chromosom 2q33-
0934 beim Menschen und auf Chromosom 1 in der Region 1B-proximalC bei der Maus lokalisiert
(Kischkel et al., 1997). AnschlieBend wurden die Datenbanken nach Krankheiten, die den Regionen
auf diesen Chromosomen zugeordnet worden sind, durchsucht. Die Fluoreszenzsignale waren
spezifisch, da keine weiteren Signale an anderen Chromosomen beobachtet wurden. Es gibt also
keinen Hinweis auf Pseudogene. Das humane Caspase-8-Gen wurde in der gleichen Region wie
Caspase-10 und c-FLIP (auch FLAME-1, Casper, I-FLICE oder CASH genannt) lokalisiert (Srinivasula
et al., 1997; Wallach, 1997). Das c-FLIP-Molekill scheint ein Regulator der Apoptose mit Ahnlichkeit zu
Caspase-8 und -10 zu sein. Dies entspricht der kirzlich berichteten Lokalisierung des Caspase-8-
Gens auf Radiation-Hybrid-Panels (Srinivasula et al., 1997). Da Caspase-8, Caspase-10 und c-FLIP
miteinander verwandt sind, 1Bt diese Kolokalisierung der funktionell verwandten Gene einen Multigen-
Ort vermuten, an dem die Gen-Expression durch einen gemeinsamen Mechanismus koordiniert sein
kénnte. Wegen der Genhomologien und analog zu anderen Multigen-Orten kann angenommen
werden, daB dieses Gen-Cluster durch Gen-Duplikation entstand. Fiir einige der anderen Caspasen
sind die Gene jedoch auf anderen Chromosomen lokalisiert (Caspase-2, -3, -6, -7 auf Chromosom
70935, 4934, 4925, 10925) (Tiso et al., 1996; Nasir et al., 1997; Bullrich et al., 1996; Juan et al., 1997).
Die Lokalisierung der Mensch- und Maus-Caspase-8-Gene erweitert den bekannten syntenen Bereich
zwischen humanem Chromosom 2g33-34 und Chromosom 1 im Gebiet 1B-proximalC bei der Maus
(DeBry und Seldin, 1996).

Eine Datenbanksuche in "Online Mendelian Inheritance in Man" (OMIM) ergab eine Reihe von
Krankheiten, die in dieser Chromosomenregion (2933-34) beim Menschen lokalisiert wurden.
Nachfolgend sind die Krankheiten aufgelistet, die durch eine Mutation der Caspase-8 verursacht sein
kdnnten: familidre atypische Mykobakteriosis, Insulin-abhangiger Diabetes mellitus, Asthma und T-
Zell-Leukadmie/Lymphom-4 (TCL-4). Die Rolle von Caspase-8 in diesen Krankheiten muB in spateren
Experimenten getestet werden. Zusétzlich ergab eine MEDLINE-Datenbanksuche eine homozygote
Deletion beim kleinzelligen Lungenkarzinom auf Chromosom 2q33 (Kohno et al., 1994). Weitere
Studien begrenzten die Region auf 220 kbp (Kohno et al., 1995; Kohno et al., 1996). Es wird ein
Tumorsuppressorgen in diesem Bereich vermutet. Die derzeit von unserer Gruppe durchgefihrten
Untersuchungen kénnten Caspase-8 als das gesuchte Gen identifizieren. In der Tat zeigen vorlaufige
Untersuchungen, daB in dieser Tumorart Caspase-8 in vier von sieben Zellinien nicht exprimiert wird
(Ute Sartorius, persénliche Mitteilung). In allen anderen getesteten Zellinien aus unterschiedlichen
Geweben war Caspase-8 dagegen normal exprimiert (Scaffidi et al., 1997). Die Datenbanksuche in
der "Mouse Genome Database" (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) ergab keine

unbekannten lokalisierten Krankheiten auf dem Chromosom 1 im Gebiet 1B-proximalC bei der Maus.



6 Diskussion 89

Die Untersuchungen zeigen, daB das Caspase-8-Gen ein Krankheitspotential besitzt. Sollten die
identifizierten Krankheiten jedoch nichts mit diesem Gen zu tun haben, kénnte dies trotzdem fir die
Relevanz des Proteins fir die Signaltransduktionen der Todesrezeptoren sprechen. Mutationen im
CD95 oder CD95L fuhren zum Phénotyp von Jpr- und gld-M&usen oder ALPS-Patienten (s. Kapitel
3.4.1). Sollte Caspase-8 lediglich im CD95-Signalweg essentiell sein, wirde bei Ausfall dieses Proteins
ein ahnlicher Phanotyp erwartet werden. Wird jedoch diese Protease auch von den anderen
Todesrezeptoren bendtigt, kdnnte eine homozygote Mutation eine verheerende Wirkung aufweisen
und letal wirken. Die Antwort wird die Generierung und Charakterisierung einer Caspase-8-"knock-
out“-Maus liefern. Der Phanotyp dieser Maus - soweit vorhanden - wird die Funktion dieses Molekils
erklaren helfen.

6.3 Die DD und DED reprasentieren Bindungsmotive

Die Identifizierung des CD95-DISC zeigte die Wichtigkeit zweier Domanen im initialen Schritt des
CD95-vermittelten Zelltodes auf. Diese Doménen sind die DD (,Death Domain“) und DED (,Death
Effector Domain®). Die DD ist im CD95-Rezeptor und in FADD, wéhrend die DED in FADD und der
Caspase-8 zu finden ist. Fir beide Doméanen konnte bis jetzt keine enzymatische Aktivitat
nachgewiesen werden. Ihre Aufgabe scheint die Wechselwirkung mit anderen Molekilen zu sein. Fir
die DD des CD95 konnte gezeigt werden, daB sie selbstaggregiert (Varfolomeev et al., 1996) und
zusatzlich andere Molekile mit und ohne DD bindet (s. Kapitel 3.5.3). Proteine mit DD sind die
Molekile FADD und RIP. Fir FADD konnte eine in vivo-Assoziation gezeigt werden (s. Kapitel 5.1.2).
Im Gegensatz zur urspringlichen Idee, daB RIP im CD95-Signalweg eine Rolle spielt, wurde RIP
zusatzlich als wichtiger Bestandteil der TNF-Rl-vermittelten NF-kB-Aktivierung identifiziert. In einer
mutanten Zellinie, die kein RIP exprimierte, war der CD95-Signalweg nicht gestért, wahrend die TNF-
Rl-vermittelte NF-xB-Aktivierung blockiert war (Ting et al.,, 1996). Nach Rekonstitution der RIP-
Expression war auch die NF-kB-Aktivierung in dieser Zellinie wiederhergestellt. Zusatzlich konnte eine
aktivierungsabhangige Assoziation von RIP an den TNF-RI-Signalkomplex in vivo gezeigt werden (Hsu
et al., 1996), wohingegen ein Nachweis einer in vivo-Assoziation an den CD95-Rezeptor bis jetzt nicht
moglich war (Daten nicht gezeigt). Folglich kénnte die Wechselwirkung von RIP mit CD95 ein
Uberexpressionsartefakt sein. Auf der anderen Seite ware es auch mdglich, daB RIP fiir die
JNK/SAPK-Aktivierung im CD95-Signalweg notwendig ist. Dies wird in Kapitel 6.5 eingehend diskutiert.
Molekile ohne DD, die an die CD95-DD binden, sind die schon in Kapitel 3.5.3 erwahnten Proteine
DAXX, UBC-FAP, FAF1 und Sentrin. Ob diese Bindung in vivo existiert, ist nicht geklart. Auch die
mogliche Bindungsstelle ist unbekannt. Der Wissensstand Uber die DED im Vergleich zur DD ist
geringer. Wie schon gesagt, ist keine Enzymaktivitat identifiziert worden. Es ist ebenfalls unklar, ob die
DEDs selbstaggregierend sind und ob sie an andere Motive auBer DEDs binden. Gesichert ist, daB3 die
DED zur Assoziation des DED-Proteins FADD mit den DED-Molekilen Caspase-8 und CAP3 dient.

Da beide Domanen Bindungsmotive darstellen und FADD damit als Adaptor agiert, stellt sich die
Frage nach dem Sinn dieses Adaptors. Die direkte Bindung der Caspase-8 und CAP3 an die CD95-
DD ware eine einfachere Losung gewesen. Dazu hatte Caspase-8 und CAP3 anstatt einer DED
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lediglich eine DD besitzen missen. Ein Grund kdnnte die Notwendigkeit einer Komplexbildung zur
Aktivierung der Caspase-8 sein. Dieser Komplex benétigt entsprechende Molekile, die sich eventuell
aus sterischen Griinden nicht entsprechend konfigurieren kénnten, wenn das Adaptormolekil FADD
fehlen wirde. So kénnte FADD die Assoziation von Molekllen ermdéglichen, die fir die Aktivierung der
Caspase-8 essentiell sein kénnten, wie eventuell CAP3. FADD wiirde somit die Rolle eines
Bindungsvermittlers, dhnlich dem Molekll STES5, Gbernehmen. STES bindet die MAPK FUSS3, die MKK
STE7 und die MKKK STE11 in Hefe und erméglicht dadurch die Aktivierung der Pheromon-induzierten
MAPK-Kaskade (Choi et al., 1994). Eventuell kdnnte auch ein Vergleich mit den Chaperonen gezogen
werden, wenn es zu einer Konformationsénderung von z. B. Caspase-8 durch die Anlagerung an den
Komplex kommen wirde (Hartl, 1996). Ein zweiter Grund fiir dieses Adaptormolekil kénnte wiederum
eine Komplexbildung sein, die weitere Signale neben der Caspase-8-Aktivierung zulassen kénnte. Es
wirde sich dann eventuell ein Komplex bilden, der &hnlich dem TNF-RI-Signalkomplex aufgebaut sein
kdnnte, d. h., Assoziation von TRADD, RIP, TRAF2, MADD (s. Kapitel 6.2). Dies wirde die Klonierung
von DAXX, UBC-FAP, FAF1 und Sentrin als assoziierte Moleklle von CD95 erklaren. Der Grund, daB
diese Molekiile nicht in den DISC-IPs und in der anschlieBenden Analysen auf dem 2D-Gel detektiert
wurden, kénnte an der Labilitdt des Komplexes oder an der Menge der assoziierten Proteine liegen. Es
ware auch mdglich, daB ein Hintergrundsspot die Detektion verhinderte, wie es bei der Isoform
Caspase-8/b der Fall war (s. Kapitel 6.2). Diese klonierten Signalmoleklle kénnten andere Signalwege
aktivieren oder aber fiir die Aktivierung der Caspase-8 wichtig sein. Fir DAXX ist eine Aktivierung des
JNK/SAPK-Signalweges gezeigt worden und eine mégliche CD95-vermittelte Apoptose (ber diesen
JNK/SAPK-Signalweg. Dies deutet auf einen alternativen Apoptosesignalweg hin. Die Proteine UBC-
FAP und FAF1 zeigen dagegen Homologien zu Proteinen, die dem Ubiquitin-Signalweg angehdren.
Wenn FAF-1 Uberexprimiert wird, steigt auch die Zahl der apoptotischen Zellen nach CD95-Stimulation
an, was auf eine positive regulatorische Funktion schlieBen 148t (Chu et al., 1995). Dagegen konnte
bei der Uberexpression von UBC-FAP kein direkter Effekt auf Saugetierzellen festgestellt werden
(Becker et al., 1997). Dies kénnte die hohe endogene Expression dieses Molekils in den meisten
Saugetiersystemen widerspiegeln (Kovalenko et al., 1996). Die physiologische Relevanz der
Assoziation von CD95 mit diesen zwei Proteinen muB jedoch erst noch beantwortet werden. Auch
Sentrin bendtigt die CD95-DD zur Bindung an den Rezeptor. Im Gegensatz zu den anderen
Signalmolekilen scheint es eine inhibierende Wirkung auf den CD95-vermittelten Zelltod bei
Uberexpression auszuiiben (Okura et al., 1996). Interessanterweise besitzt Sentrin wie FAF1 eine
Homologie zu Ubiquitin, was den Ubiquitin-Signalweg als regulatorisches Element im CD95-Signalweg
madglich erscheinen 1aBt.

Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, sind mittlerweile weitere DD-Rezeptoren gefunden worden. Basierend
auf den DD-Sequenzen von CD95 und TNF-RI sind durch Datenbanksuche zuséatzliche intrazellulare
DD-Proteine identifiziert worden (Feinstein et al., 1995; Hofmann und Tschopp, 1995). Mittlerweile sind
durch die NMR-Struktur der CD95-DD und zusatzliche Punkt-Mutationsanalysen zehn kritische As-
Positionen bekannt, die fur die Funktion der DD essentiell sind (Huang et al., 1996; Tartaglia et al.,
1993). Von diesen zehn As sind mindestens sieben in den bekannten DD-Rezeptoren (CD95, TNF-RI,
DR3, DR4, DR5) und in den DD-Rezeptor-bindenden DD-Proteinen (FADD, TRADD, RIP, DAXX,
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MADD, RAIDD/CRADD) identisch oder strukturell konserviert. Die damals durch Sequenzvergleiche
als DD-Proteine definierten Rezeptoren niedrigaffiner NGF-R und CD40 (Feinstein et al., 1995;
Hofmann und Tschopp, 1995) sowie das Zelltod-auslésende Molekil Reaper (Goldstein et al., 1995;
Cleveland und lhle, 1995) sind nach dieser neuen Definition keine DD-Proteine, da sie maximal vier
von zehn As strukturell konserviert haben, was auch durch Proteine ohne DD erreicht wird (Daten nicht
gezeigt). Fir Reaper wurde dies auch schon von Hofmann und Tschopp (1995) und spater von Huang
et al. (1996) diskutiert. Einige Proteine, die auch noch nach den neuen Kriterien eine DD besitzen,
scheinen in den Apoptosesignalwegen keine Rolle zu spielen. Dies deutet darauf hin, daB dieses

konservierte Bindungsmotiv nicht nur fir Zelltodsignale benutzt wird.

Dagegen scheinen alle bis jetzt bekannten DED-Molekile fir die Vermittiung und Regulation des
Apoptosesignals verwendet zu werden. Alle DED-Proteine wurden in Datenbanken gefunden. Hierzu
dienten die Sequenz der DED von FADD und die beiden DED-Sequenzen von Caspase-8 als
Suchkriterien. Das erste Protein, das so identifiziert wurde, war PEA-15 (vgl. Kapitel 5.1.5.3; Muzio et
al., 1996; Boldin et al, 1996), ein Phosphoprotein mit unbekannter Funktion, das in Astrozyten
exprimiert wird. Als nachstes wurde eine neue Caspase (Caspase-10/Mch4/FLICE2) von Fernandes-
Alnemri et al. (1996b) und spéter von Vincenz und Dixit (1997) in den Datenbanken gefunden.
Caspase-10 besitzt &hnlich wie Caspase-8 zwei DEDs. Sie soll in den CD95- und TNF-RI-Signalwegen
involviert sein. In in vitro-Versuchen wurde eine Assoziation von Caspase-10 mit FADD, keine
Inhibition durch CrmA und die Fahigkeit, Caspase-3 und Caspase-7 zu spalten, gezeigt (Fernandes-
Alnemri et al.,, 1996; Srinivasula et al., 1996a; Vincenz und Dixit, 1997). Doch missen diese
Uberexpressions- und in vitro-Experimente ebenfalls vorsichtig bewertet werden (vgl. Diskussion der
FADD-DN-Uberexpression). Uberexpression eines Molekills in der Zelle kénnte namlich zu einer
Bindung zweier Molekile, wie z. B. FADD und Caspase-10, fuhren, die unter in vivo-Bedingungen nicht
zustandekommt. Das berechnete Molekulargewicht von Caspase-10 betragt 58,9 kDa (fur FLICE2)
und 54,6 kDa (fir Mch4), und der berechnete pl liegt bei 7,39 (fur FLICE2) und 6,20 (fiir Mch4). Trotz
dieser Unterschiede im Molekulargewicht und im isoelektrischen Punkt, die wahrscheinlich durch das
Vorhandensein von unterschiedlichen Isoformen entstehen (vgl. Caspase-8), miBte das Molekul im
Auflésungsvermdgen der 2D-Gele liegen. Doch konnte kein zuséatzliches Protein in dieser Region auf
den Gelen gefunden werden. Somit ist die in vivo-Rolle von Caspase-10 im CD95-Signalweg unklar.
Klarung bringt vielleicht die Entwicklung entsprechender Antikérper, die das Molekul auf Proteinebene
werden nachweisen kdnnen.

Kirzlich wurde eine ganze Familie von DED-Proteinen in den Datenbanken gefunden. Sie werden von
Herpesviren der y-Klasse, wie vom Herpesvirus Saimiri (HVS), vom Karposi-Sarkom-assoziierten
Herpesvirus 8 (HHV-8) und von zwei Moluscipockenviren kodiert (Peter et al., 1997b). Diese Proteine
werden E8-Proteine oder v-FLIPs (fiir virale FLICE-inhibierende Proteine) genannt. Die v-FLIPs haben
eine einzigartige Struktur, bestehend aus zwei DEDs. Biochemische Analysen von v-FLIP-
transfizierten Zellen zeigten, daB sie an den CD95/FADD-Komplex binden und so die Rekrutierung der
Caspase-8 und damit funktionelle DISC-Bildung verhindern. Interessanterweise wurde in v-FLIP-
transfizierten Zellen die durch séamtliche Todesrezeptoren (CD95, TNF-RI, DR3 und DR4) ausgeldste
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Apoptose gehemmt, was darauf hindeutet, daB sie alle &hnlich-strukturierte Signalwege haben (Thome
et al., 1997; Hu et al.,, 1997a; Bertin et al.,, 1997). Kirzlich wurde ein humanes Homolog c-
FLIP/FLAME/I-FLICE/Casper/CASH gefunden und von mehreren Gruppen publiziert (Irmler et al.,
1997; Srinivasa et al., 1997; Hu et al., 1997b; Shu et al., 1997; Goltsev et al., 1997). Seine Funktion ist

noch nicht geklart. Die Daten variieren und reichen von der Inhibition bis zur Induktion von Apoptose.

6.4 Die Modulation des CD95-Signalweges

e Mdgliche Ebenen der Signalmodulation

Bei einer Reihe von Krankheiten, an denen das CD95-Rezeptor/Liganden-System beteiligt ist, kommt
es zu einer Dysregulation von Apoptose. Sei es, daB sich Zellen der Apoptose entziehen, wie
resistente Krebszellen, oder daB es zu einer erhdhten Apoptoserate kommt, wie bei AIDS. Die Grinde
fir diese Dysregulation kdnnen auf der Ebene der CD95-Signaltransduktion liegen. Diese besser zu
verstehen, ist Voraussetzung, um in diesen ProzefB3 regelnd einzugreifen. Im Laufe dieser Arbeit
wurden von unserer Gruppe und anderen mehrere Ebenen definiert, in denen eine positive oder

negative Steuerung von CD95-vermittelter Apoptose mdglich ist:

1. Die Unfahigkeit des Rezeptors zur Trimerisierung mufB3 unweigerlich zur Resistenz gegeniber
CD95-vermittelter Apoptose flihren. Eine Mutation in der DD des Rezeptors verhindert diese
Trimerisierung und damit die Bildung des DISC und fiihrt zur vélligen Apoptose-Resistenz. Solch eine
Mutation liegt in bestimmten Mausen vor (jpr®) (Watanabe-Fukunaga et al., 1992b). Man findet sie
aber auch zum Teil im Menschen (Rieux-Laucat et al., 1995) (vgl. Kapitel 3.4.1). DarlUber hinaus
konnte gezeigt werden, daB die DD des CD95 selbst assoziiert und an das Molekil FADD bindet
(Huang et al., 1996; Kischkel et al., 1995). Dies wurde Uber Strukturanalyse von normaler und
mutierter DD mittels NMR-Spektroskopie bestimmt (Huang et al., 1996). Im inaktiven Zustand wére es
notwendig, eine Oligomerisierung des Rezeptors auf der Zelloberfliche zu verhindern. Diese Rolle
kénnte zum groBen Teil die Sialylierung von CD95 Uibernehmen, denn sie bestimmt in gewissem MaBe
die Sensitivitdt gegentber dem CD95L (Peter et al., 1995b). Eine Desialylierung des Rezeptors
sensitiviert die Zellen erheblich gegenlber anti-APO-1 und CD95L.

2. Sowohl die Mutation oder die Modifikation von FADD oder von Caspase-8 (Chinnaiyan et al., 1996c;
Muzio et al., 1996) als auch die Bindung von speziellen Inhibitorproteinen an diese Signalmolekile
kénnten sowohl positiv als auch negativ auf den Signalweg wirken (vgl. Kapitel 5.3).

3. Die Untersuchungen der resistenten Zellinie Boe™ konnten auf die Existenz eines alternativen
Signalweges hindeuten. Obwohl die Expression des CD95 in dieser Zellinie vergleichbar ist mit der
Expression von CD95 in sensitiven Zellen, zeigt Boe" eine Resistenz gegeniiber anti-APO-1-
Behandlung. Diese Resistenz lieB sich durch Transkriptions-/Translationsinhibitoren wie CHX oder
Act D Uberwinden. In den resistenten und sensitivierten Boe"™-Zellen konnte keine DISC-Bildung
gefunden werden (Kapitel 5.1.2.6), was auf einen alternativen Signalweg hindeutet, der die DISC-
Bildung nicht bendtigt. Die Bedeutung dieses Signalweges miBte aber erst noch gezeigt werden, da in
den sensitiven Zellen die Inhibition der DISC-Bildung z. B. durch FADD-DN die Zellen resistent macht.
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Es ware interessant, die Aktivitdt von Caspasen, insbesondere die Caspase-8-Aktivierung, in den
sensitivierten Zellen zu Gberpriifen. Ebenso kénnte versucht werden, die Zellen von Jpr®-Mausen, die
eine inaktive CD95-DD besitzen, mit der gleichen Behandlung gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose
zu sensitivieren. Dies kdnnte einen Hinweis liefern, ob dieser vermutete alternative Signalweg lediglich
in dieser Zellinie existiert oder ob er einen neuen parallelen Signalweg darstellt. Auf der anderen Seite
haben Untersuchungen von Marcus Peter aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt, daB der DISC aus
dieser Zellinie geringe Aktivitdt besitzt. Dies konnte er im in vitro-Caspase-8-Spaltungsexperiment
zeigen. Daher kénnten die Effekte bei den mit CHX-sensitivierten Zellen auch auf die geringe
Restaktivitat des CD95-DISC zurlickgefiihrt werden.

4. Es deutet einiges darauf hin, daB sowohl bestimmte Tyrosinphosphorylierungsereignisse (Eischen
et al., 1994; Sato et al., 1995; Su et al.,, 1995) als auch die Modulation der Proteinkinase C sich
aktivierend oder inhibierend auf die CD95-vermittelte Apoptose auswirken kénnen (Ni et al., 1994;

Copeland et al., 1994). Die Zielproteine dieser Phosphorylierungen sind aber noch nicht bekannt.

5. Die Mitglieder der Bcl-2-Familie kénnen sowohl positiv als auch negativ modulierend wirken. Ihre

Funktion im CD95-Signalweg wird in diesem Kapitel weiter unten besprochen.

6. Bestimmte virale und synthetische Substanzen kénnen Caspasen spezifisch inhibieren und so den
CD95-Signalweg vollig blockieren. Solche Substanzen mussen aber nicht spezifisch fiir CD95 sein

(vgl. auch Kapitel 6.3).

Die hier aufgeflihrten sechs Ebenen, auf denen das CD95-Signal moduliert werden kdnnte, sind
eventuell nur ein Teil der mdglichen Regulationswege. Um spezifisch in die CD95-vermittelte Apoptose
eingreifen zu konnen, ist es notwendig, einen fir CD95 spezifischen Mechanismus der
Resistenzbildung zu finden. So ist durch die Funktion des DISC nicht zu erklaren, warum bestimmte
CD95- und TNF-R-doppelt-exprimierende Zellen nur sensitiv gegentber der Induktion von Apoptose
durch den einen oder anderen Rezeptor sind (Grell et al., 1994; Wong und Goeddel, 1994; Leist et al.,
1996). Es gibt somit zusatzlich zur Bildung des DISC noch Rezeptor-spezifische Mechanismen zur
Apoptoseregulation. Die genaue Analyse der DISCs der anderen Todesrezeptoren und das
weitergehende Studium des CD95-Signalwegs kénnte zu Mdglichkeiten flihren, spezifisch die CD95-

vermittelte Apoptose positiv oder negativ zu beeinflussen.

e Modulation auf der Rezeptorebene in peripheren T-Lymphozyten

Ein gutes Modellsystem, um die Modulation des CD95-Signalweges zu untersuchen, stellen periphere
T-Lymphozyten dar. Dieses System wurde von mehreren Gruppen beschrieben. Es handelt sich um
ein in vitro-System, daB die Sensitivitdt der T-Zellen im Verlauf einer Immunantwort gegenlber T-
Zellrezeptor (TZR)-vermitteltem aktivierungsinduzierten Zelltod (AIZT) beschreibt (Klas et al., 1993;
Lenardo, 1991; Owen-Schaub et al,. 1992). In der friihen Phase sind periphere T-Zellen resistent
gegentber Apoptose. Nach erfolgreicher Beendigung der Immunantwort missen die aktivierten T-
Zellen jedoch durch Apoptose beseitigt werden. AIZT kann durch verschiedene Todessysteme
reguliert werden. AIZT der CD4"-T-Zellen scheint Giberwiegend vom CD95/CD95L-System abzuhangen
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(Dhein et al., 1995; Alderson et al., 1995; Brunner et al., 1995; Ju et al., 1995; Singer et al., 1994; Van
Parijs et al., 1996), wahrend die Elimination der CD8"-T-Zellen hauptsachlich durch das TNF-R/TNF-
System geschieht (Zheng et al., 1995; Sytwu et al., 1996; Zimmerman et al., 1996). Mause mit einem
Defekt im TNF-RI- oder TNF-RII-Molekll sind trotzdem in der Lage, periphere Lymphozyten zu
deletieren (Pfeffer et al., 1993; Rothe et al., 1993; Erickson et al., 1994). Ein Defekt in der CD95-
Expression oder das Fehlen des CD95 resultiert dagegen in Lymphadenopathie, Akkumulation von
anomalen T-Zellen und der Bildung von Autoantikdrpern. Dieses Phdnomen zeigte sich in der /pr - und
der CD95-"knock-out"-Maus. Beim Menschen fiihrt dieser Defekt im CD95-System zu einem ahnlichen
Phanotyp (vgl. Kapitel 3.4.1). Resistenz gegeniber CD95-induzierter Apoptose mufB daher
genauestens reguliert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB resistente CD95*-T-Zellen
einen nicht funktionierenden DISC aufgrund der Fehlens von Caspase-8 besitzen (Abb. 5.36A). Nur
Apoptose-sensitive T-Zellen bildeten einen funktionsfahigen DISC (Abb. 5.36B). Es ist unklar, wie die
Caspase-8-Rekrutierung an den DISC der resistenten T-Zellen verhindert wurde, da die Menge der
Caspase-8-Expression im Zytoplasma von resistenten und sensitiven T-Zellen vergleichbar war. Die
Assoziation von Caspase-8 mit dem DISC kdnnte sowohl durch post-translationale Modifikation von
FADD oder von Caspase-8 als auch durch Bindung eines unbekannten Inhibitormolekils an die DED
dieser Molekile verhindert werden. Kirzlich wurde ein neues Molekil kloniert, das an die DD des
CD95- und des TNF-RI-Rezeptors binden kann. Es wurde gezeigt, daB dieses Molekil (Sentrin)
sowohl CD95- als auch TNF-RI-vermittelte Apoptose inhibieren konnte (s. Kapitel 3.5.3). Sentrin
besitzt keine DD und bindet direkt an die DD dieser Rezeptoren, jedoch nicht an FADD. Da die FADD-
Assoziation im DISC von resistenten und sensitiven T-Zellen unverandert war (Abb. 5.36), scheint das
vermutete Resistenzprotein nicht Sentrin zu sein. Es ist wahrscheinlicher, daB es eine DED enthalt.
Solch ein Molekdl ist mittlerweile von mehreren Gruppen kloniert worden (c-FLIP/FLAME/I-
FLICE/Casper/CASH; vgl. Kapitel 6.3). Es wurde in der Publikation von Irmler et al. (1997) gezeigt,
daB c-FLIP in den resistenten T-Zellen exprimiert wird und korrelierend mit der Sensitivierung der T-
Zellen gegenlber CD95-induzierter Apoptose die Expression heruntergeregelt wird. Dieser Daten
deuten darauf hin, daB c-FLIP das gesuchte Regulatorprotein sein kdnnte. Zusétzlich liegt der pl von
c-FLIP mit 8,4 auBerhalb des Auflésungsvermégens der verwendeten 2D-Gele, was erklaren wiirde,
warum das Protein in der vorliegenden Arbeit nicht identifiziert werden konnte. Im Moment finden
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe statt, die klaren sollen, ob c-FLIP im DISC zu finden ist.
Neuere Untersuchungen zeigen, daB in den resistenten Zellen Caspase-8 nicht prozessiert wird, d. h.,
es lieBen sich keine aktiven Untereinheiten der Caspase-8 (p10 und p18) in den resistenten, sondern
nur in den sensitiven T-Zellen detektieren (Daten nicht gezeigt). Damit werden die Ergebnisse dieser

Arbeit, daB der Signalweg direkt auf der Rezeptorebene blockiert wird, erhartet.

Zusatzlich zur anomalen DISC-Bildung in resistenten T-Zellen konnten wir zeigen, dafB eine transiente
Expression von Bcl-x. mit der CD95-Resistenz wahrend der T-Zell-Aktivierung korrelierte. Dieses
Resultat stimmt mit einer Reihe von vorhergehenden Berichten Uberein, die Bcl-x_ als Regulator der
Apoptose-Resistenz in Lymphozyten vermuten. In Mause-T-Zellen korreliert die Expression von Bcl-x,,
aber nicht von Bcl-2 oder Bax, mit der Apoptose-Resistenz in aktivierten T-Zellen (Broome et al.,
1995). CD40-Stimulation von B-Zellen resultiert sowohl in einer Bcl-x -Hochregulation als auch in einer
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Resistenz gegeniiber Apoptose (Choi et al., 1995). SchlieBlich flihrt die Kostimulation Gber CD28, die
die Apoptose-sensitiven T-Zellen zu resistenten macht, ebenfalls zu einer Heraufregulation von Bcl-x.
(Boise et al., 1995b). Im Widerspruch zu diesen korrelativen Studien existiert eine Reihe von
Verdffentlichungen, die keine signifikante Inhibition des CD95-Signalweges durch Bcl-2, das &hnlich
wie Bcl-x, wirkt, finden konnten (Memon et al., 1995; Chiu et al., 1995; Gottschalk et al., 1994; ltoh et
al., 1993). Im Einklang mit diesen Berichten konnten wir keine direkte Inhibitorfunktion von Bcl-x, auf
den DISC nachweisen (Medema et al., 1997c).

Entweder wirkt Bcl-x, auf Caspase-8 unterhalb des DISC, oder die T-Zellen besitzen neben der
Caspase-8-Rekrutierung an den DISC einen anderen unabhéngigen Mechanismus zur Regulation der
CD95-Apoptose-Resistenz, in den Bcl-x, involviert ist. Untersuchungen mit transienten Transfektionen
von Bcl-x, zeigten kirzlich, daB Bcl-x. Caspase-8 wahrscheinlich indirekt binden kann, wodurch die
Aktivierung von Caspase-8 inhibiert werden kénnte (Chinnaiyan et al., 1997). In MCF7-Fas-Zellen, die
gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose durch Uberexpression von Bcl-x, resistent gemacht wurden,
zeigte sich jedoch keine Assoziation von Bcl-x, und Caspase-8 (Medema et al., 1997b). Zusétzlich war
die Aktivierung von Caspase-8 in MCF7-Fas-Zellen nicht beeintrachtigt. Da die resistenten T-Zellen
jedoch Caspase-8 Uberhaupt nicht aktivieren, scheint in den T-Zellen ein anderer Mechanismus
vorzuliegen. Bcl-x,. mag auf den CD95-Signalweg wirken, aber wahrscheinlicher ist, daB es andere
Apoptose-Signalwege reguliert, um aktivierten resistenten T-Zellen vollen Schutz gegenliber einer
Vielzahl von Apoptose-induzierenden Stimuli zu geben. Ubereinstimmend mit dem letzteren Modell
sind Berichte, die Bcl-x_ in verschiedene Apoptose-Signalwege parallel zu dem CD95-vermittelten
plazieren (Chinnaiyan et al., 1996b; Strasser et al., 1995).

d1 CD95L do6 CD95L
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Casp?ggg
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Abb. 6.4: Modell zur T-Zellresistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose

d1: Einen Tag nach Stimulation von peripheren T-Zellen sind diese resistent gegeniiber CD95-vermittelter
Apoptose. Dies geschieht durch Inhibition der Rekrutierung und der Aktivierung von Caspase-8 im DISC.
Zusatzlich ist es moglich, daB Bcl-x. eine zusatzliche Inhibitorfunktion im CD95-Signalweg einnimmt. Diese liegt -
wenn Uberhaupt - weiter unten im Signalweg.

d6: Sechs Tage nach Stimulation von peripheren T-Zellen werden die Zellen sensitiv. Die DISC-Bildung
funktioniert wieder, d. h., Caspase-8 kann mit den DISC assoziieren und wird dort aktiviert. Zeitgleich
exprimieren die T-Zellen kein Bcl-x. mehr.

Es wurde diskutiert, ob PTPasen in die Regulation der CD95-Apoptose-Resistenz involviert sind. Die
hamatopoetische Zellphosphatase (HCP) soll das CD95-Signal verstarken (s. Kapitel 3.5.4),
wohingegen Uberexpressionen der PTPase (FAP-1) die CD95-vermittelte Apoptose inhibieren (s.
Kapitel 3.5.4). In den getesteten T-Zellen wurde keine Korrelation zwischen den Expressionsmengen
dieser PTPasen und der Apoptose-Sensitivitdit gefunden. Es stimmt mit den Ergebnissen unserer
Gruppe Uberein, daB Tyrosin-Phosphorylierung keine entscheidende Rolle im CD95-Signalweg in T-
Zellen spielt (Schraven und Peter, 1995) (vgl. Kapitel 6.5).

ZusammengefaBt zeigen diese Daten, daB Resistenz und Sensitivitdt von CD95-vermittelter Apoptose
in aktivierten T-Zellen auf mindestens zwei verschiedenen Ebenen reguliert werden: auf der Ebene
eines funktionellen DISC und auf der Ebene von Bcl-x,. Diese Mechanismen kdnnten ebenfalls in der
Entwicklung von T-Zell-Subpopulationen wie Gedachtnis-T-Zellen, die einen Apoptose-Resistenz-

Phénotyp haben mégen, eine Rolle spielen (Abb. 6.4).

6.5 Distale Ereignisse im CD95-Signalweg?

In diesem Kapitel sollen die distalen Ereignisse und die Relevanz der anderen publizierten
Signalmolekile im CD95-Signalweg diskutiert werden. Dabei wird speziell auch auf die in Kapitel 3.5.4

und Kapitel 3.5.5 aufgefiihrten Molekile eingegangen.

e Der Sphingomyelin-Signalweg

Uber den Second-Messenger Ceramid ist bekannt, daB er durch Hydrolyse des
Plasmamembranphospholipids  Sphingomyelin  oder durch de novo-Synthese mittels der
Ceramidsynthetase gebildet werden kann (Hannun und Obeid, 1995; Bose et al.,, 1995).
Sphingomyelin-Degradation wird durch die Sphingomyelinase (SMase), eine Sphingomyelin-
spezifische Form der Phospholipase C, gebildet. Zwei Formen der SMase konnten, basierend auf
deren pH-Optima, identifiziert werden. Die saure SMase (pH-Optimum 4,5 - 5) wurde in Lysosomen
und in der Plasmamembran gefunden. Die neutrale SMase hat ein pH-Optimum von 7,4. Ceramid
besitzt eine Reihe von direkten Substraten, wie die Ceramid-aktivierte Proteinphosphatase und die
Proteinkinase-C-Isoform {. Ceramidproduktion wurde fir eine Reihe von apoptotischen Stimuli
inklusive ionisierende Strahlung und Daunorubicin-Behandlung beschrieben (Bose et al., 1995;
Jaffrezou et al., 1996). Zuséatzlich zeigt auch die Stimulation von CD95 und TNF-RI eine Aktivierung
des Sphingomyelin-Signalweges. Auch [aBt sich in bestimmten Zelltypen mit dem zellpermeablen,
synthetischen Ceramidanalog C2-Ceramid Apoptose induzieren (Sweeney et al., 1996; Jarvis et al.,
1994). Jedoch deuten andere Verdffentlichungen darauf hin, daB Ceramidproduktion unabhéngig vom
Zelltod ist und auch nicht in den CD95-Signalweg involviert ist (Sillence et al., 1997; Watts et al.,
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1997). Ein mutierter CD95, der keine Zelltodsignale transduziert, kann trotzdem noch die neutrale
SMase aktivieren (Cifone et al., 1995). Daher ist die durch die neutrale SMase vermittelte
Ceramidproduktion unabhangig vom Zelltod-Signalweg bei CD95. Zusatzlich wurde gezeigt, daB die
Zellen von Patienten mit der Nieman-Pick-Type-A-Krankheit, die keine funktionsfédhige saure SMase
besitzen, resistent gegenliber ionisierender Strahlung, aber nicht gegeniiber CD95- oder TNF-RI-
induzierter Apoptose sind (Santana et al.,, 1996). Obwohl beide, neutrale und saure SMase, zur
Ceramidproduktion beitragen und nach CD95- oder TNF-RI-Stimulation aktiviert werden, scheinen sie
demnach weder notwendig noch ausreichend fir die Induktion von Apoptose durch diese Rezeptoren
zu sein. AuBerdem wurde in einer kirzlich erschienenen Publikation die Ceramidproduktion unterhalb
der Caspasen plaziert, da die Produktion durch Caspaseninhibitoren wie CrmA, zVAD oder DEVD (s.
Kapitel 5.1.4) blockiert werden konnte (Dbaibo et al., 1997; Sillence et al., 1997; Gamen et al., 1996).
Daher scheint die Ceramidproduktion eher ein am Ende des Signalweges zu plazierendes Signal zu
sein, welches auch vollkommen unabhdngig von Apoptose auftreten kann, da es auch nach
Behandlung mit Ca2+-lonophoren (Sillence et al., 1997) oder in seneszenten Zellen (Venable et al.,

1995) beobachtet wurde. Alternativ kdnnte es auch als sekundarer Modulatorsignalweg dienen.
e Tyrosinphosphorylierung als regulatorische Modifikation?

DaB in CD95-vermittelter Apoptose die Aktivitdit von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) essentiell ist
(Eischen et al., 1994), wurde inzwischen durch Verdéffentlichungen mehrerer Arbeitsgruppen in Frage
gestellt, die keine Aktivierung einer PTK nach Stimulation von CD95 beobachten konnten (Schraven
und Peter, 1995; Oyaizu et al., 1995; Janssen et al., 1996; Latinis und Koretzky, 1996). Herbimycin A,
ein src-Kinaseinhibitor, war nicht in der Lage, die CD95-vermittelte Apoptose zu hemmen (Schulze-
Osthoff et al., 1994b; Schraven und Peter, 1995). Somit bleibt die von Eischen et al. (1994) gemachte
Beobachtung, die einzige Verdffentlichung in dieser Richtung und muB daher vorsichtig bewertet

werden.

e Die Aktivierung von streBaktivierten Proteinkinasen (JNK/SAPK)

Caspasen spielen eine entscheidende Rolle in verschiedensten Apoptosesignalwegen. Sie wurden bis
jetzt allerdings am Ende des Signalwegs vermutet. Die Klonierung der Caspase-8 zeigt nun, daf3 eine
Protease dieser Familie schon ganz am Anfang des CD95-Signalwegs wichtig ist. Was sind aber die
Signale unterhalb der Caspasen? StreBaktivierte Proteinkinasen (SAPK), auch als Jun N-terminale
Kinasen (JNK) bezeichnet, sind Teil einer alternativen MAP-Kinasekaskade, die durch diverse Arten
von StreB, wie UV Strahlung, Hitzeschock oder Proteinsyntheseinhibitoren (Derijard et al., 1994; Hibi et
al., 1993; Zanke et al., 1996; Meier et al., 1996), induziert wird.

Um zu testen, ob sie auch nach CD95-Stimulation aktiviert werden, wurde in Zusammenarbeit mit
Alfred Nordheim (MHH, Hannover) ein In-Gel-Kinase-Nachweissystem etabliert und getestet, ob
JNK/SAPKs nach CD95-Stimulation aktiviert werden (Kapitel 5.2; Cabhill et al. 1996). Hierzu wurde c-
Jun (das klassische Substrat dieser Kinasen) in der SDS-PAGE kopolymerisiert. Eine Reihe von
Kinasen wurde gefunden, die nach CD95-Stimulation aktiviert wurden (Kapitel 5.2.1). Wegen ihrer

Substratspezifitdt werden sie nachfolgend als MAPKs bezeichnet. Mindestens fiinf MAPKs werden im
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CD95-Signalweg aktiviert. Zwei konnten als JNK1(SAPKy/p46) und JNK2 (SAPKo/p54) identifiziert
werden. Sie komigrieren jeweils mit mindestens einer weiteren MAPK. Die Identitat der restlichen
Kinasen ist nicht bekannt. Sie stellen entweder unbekannte JNK/SAPKs dar oder sind bereits
bekannte MAPKSs, die eine Kreuzreaktivitat mit dem Substrat c-JUN im /n-Gel-Kinase-Nachweissystem
haben. Die p38-Kinase kénnte die p38-MAPKs reprédsentieren (vgl. Kapitel 3.5.5.3). Dies muB aber in
weiterflhrenden Experimenten verifiziert werden. Die Aktivierung all dieser Kinasen konnte komplett
verhindert werden, wenn Caspasen entweder durch CrmA oder durch zZVAD-fmk inhibiert wurden
(Kapitel 5.2.4). Diese Daten zeigen, daB die Aktivierung der MAPKs eine der mdglichen Signalwege
darstellt, die das CD95-Signal unterhalb der Caspasen weiterleiten.

Ahnliche Resultate wurden sowohl von Latinis und Koretzky (1995) als auch von Juo et al. (1997)
veroffentlicht. Jedoch scheint die Aktivierung von JNK/SAPK nicht essentiell fir CD95 vermittelte
Apoptose zu sein. SEK1 ist ein direkter Aktivator von JNK/SAPK, induziert durch StreB- und
Mitogenfaktoren, und kann die JNK/SAPK-Aktivierung inhibieren, wenn es als dominant-negative
Mutante exprimiert wird. Dabei ist die CD95-vermittelte Apoptose nicht betroffen (Lenczowski et al.,
1997). Auch beim TNF-RI scheint die Aktivierung von JNK/SAPK nicht notwendig fir die Apoptose zu
sein. So induziert TNF-RI auch noch dann die JNK/SAPK, wenn der Zelltod durch eine dominant-
negative FADD-Mutante blockiert wird. AuBerdem wurde gezeigt, daB JNK/SAPK-Aktivierung beim
TNF-RI durch TRAF2 und RIP Uber ein nicht-zytoxisches Signal vermittelt wird (Natoli et al., 1997; Liu
et al,, 1996b). Widerspriichliche Resultate existieren dariber, wo die JNK/SAPK-Aktivierung im
Apoptosesignalweg plaziert werden soll. So inhibiert ASK1, ein direkter Aktivator von SEK1, den TNF-
vermittelten Zelltod, wenn es als dominant-negative Mutante exprimiert wird (Ichijo et al., 1997), d. h.,
ASK1 koénnte ein Mediator der TNF-induzierten Apoptose sein. Im Gegensatz dazu wurde von SEK1
berichtet, daB es die CD95-vermittelte Apoptose blockiert, da SEK1 defiziente Zellen empfindlicher
gegenlber CD95-Stimulation sind (Nishina et al., 1997). Zusatzlich wurde vor kurzem berichtet, daB
die JNK/SAPK-Aktivierung durch DAXX vermittelt wird, einem Protein, von dem angenommen wird,
daB es direkt mit der CD95 DD interagiert (Yang et al., 1997b). Dies wiirde bedeuten, daB die
Aktivierung der JNK/SAPK unabhéngig von Caspasen ware, was unseren Daten klar widerspricht.
Dann konnte auch noch mit einer dominant-negativen SEK1-Mutante sowohl JNK/SAPK-Aktivierung
als auch Apoptose in bestimmten Zellen blockiert werden (Yang et al., 1997b). Dies kénnte mit einem
sekundaren Apoptosesignalweg erklart werden, der in einigen Zellen von der Aktivierung der
JNK/SAPK abhangt. Jedoch muB die Relevanz solch eines Signalweges in biologischen Systemen
erst noch gezeigt werden. Zusammenfassend 4Bt sich sagen, daB die JNK/SAPK wahrend der
Induktion von Apoptose durch CD95 und TNF-RI aktiviert werden. Ob sie jedoch relevant fir den
Zelltod sind und wo genau sie im Signalweg lokalisiert sind, bleibt kontrovers. Unsere Daten sprechen

fir eine Aktivierung durch Caspasen.

e Die Rolle von distalen Caspasen in der Signaltransduktion von Todesrezeptoren

Durch die Identifizierung der Caspase-8 als Teil des CD95-DISC wurde ein direkter Zusammenhang
zwischen der Rezeptorstimulation und den Caspasen gezeigt (vgl. Kapitel 5.1.5; Muzio et al, 1996). Die

Proform der Caspase-8 wird an multimerisierte Rezeptoren rekrutiert und dann vermutlich durch
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autoproteolytische Spaltung am DISC aktiviert (vgl. Kapitel 5.1.7; Medema et al., 1997a). Daher ist
Caspase-8 die im CD95-Signalweg als erstes prozessierte Caspase. Sowohl Caspase-8 als auch
Caspase-8-ahnliche Familienmitglieder wie Caspase-10 kdnnten bei den anderen Todesrezeptoren in
ahnlicher Weise involviert sein.

Obwohl Uberexpression der Caspasen in Saugetier- und Insektenzellen Apoptose auslést, konnte
lediglich fir Caspase-3, -6, -7 und -8 gezeigt werden, dafB sie in vivo nach Todesrezeptorstimulation
aktiviert werden (Kapitel 5.1.7, Medema et al., 1997a; Scaffidi et al., 1997; Orth et al., 1996b; Duan et
al., 1996a; Schlegel et al, 1996; Faleiro et al., 1997). Caspase-8 konnte in vitro Caspase-3, -4 , -7 und
-10 direkt spalten, wohingegen Caspase-2 und -6 indirekt Gber im Zellextrakt anwesende Caspase-8
aktivierte Familienmitglieder prozessiert wurden (Muzio et al., 1997). Daher 1&Bt sich annehmen, daB
Caspase-8 eine Art Caspasenkaskade starten kann. Die Anordnung der Caspasen in dieser Kaskade
ist noch nicht geklart. Orth et al. (1996b) plazierten Caspase-6 oberhalb von Caspase-3 und -7, jedoch
wurde auch gezeigt, daB die aktive Caspase-3 umgekehrt Caspase-6, -7 und -9 spalten und aktivieren
kann (Fernandes-Alnemri et al., 1995b; Fernandes-Alnemri et al., 1996b; Srinivasula et al., 1996b). Bis
jetzt gibt es noch keinen Hinweis, daB eine einzelne Caspase essentiell fir einen Todessignalweg ist.
Wie bereits erwahnt, wurde Caspase-1 als notwendig fiir die CD95-vermittelte Apoptose diskutiert. Es
wurde berichtet, daB Thymozyten von Caspase-1"-Mausen resistent gegeniiber CD95-vermitteltem
Zelltod sind (Kuida et al., 1995). Doch konnten andere Gruppen entweder keine Verschlechterung der
Apoptose in Caspase-1"'-Méiusen finden (Li et al., 1995b; Smith et al., 1997) oder aber keine
Aktivierung von Caspase-1 nach CD95-Stimulation zeigen (Muzio et al., 1997). Daher spielt Caspase-1
entweder keine Rolle im Signalweg der Todesrezeptoren oder ein anderes Caspase-1-ahnliches
Familienmitglied kann deren Funktion ersetzen. Auch Mause, defizient fiir Caspase-3, zeigten lediglich
eine Verschlechterung der Gehirnentwicklung, wohingegen sich die Thymozyten vollkommen normal
verhielten (Kuida et al, 1996). Wenn die Redundanz von verschiedenen Caspasen mit einer
Caspase-3-ahnlichen Aktivitat beriicksichtigt wird, stellt sich die Frage, ob die "knock-out"-Technologie
der geeignete Weg ist, die Rolle einzelner Caspasen in Apoptosesignalwegen zu untersuchen.
Zusétzlich sind fur eine zunehmende Zahl von Caspasen verschiedene SpleiBvarianten beschrieben
worden (Wang et al., 1994; Alnemri et al., 1995; Fernandes-Alnemri et al., 1996b; Fernandes-Alnemri
et al., 1995b; Boldin et al., 1996; Wang et al., 1996¢; Vincenz und Dixit, 1997). Solche SpleiBvarianten
zeigten zum einen Aktivator- zum anderen Inhibitorfunktion bei der Aktivierung von Caspasen. Einige
von ihnen kénnten auch inaktive Proteasespezies darstellen. Jedoch sind die meisten beschriebenen
SpleiBvarianten lediglich auf mRNA-Ebene gefunden worden, und die Anzahl der Isoformen, die als

Proteine exprimiert werden, scheint limitiert zu sein (Scaffidi et al., 1997).

Da Apoptose mit ihren typisch morphologischen und biochemischen Merkmalen, wie Zeiose,
Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung, durch spezifische Inhibitoren fir Caspasen
inhibiert werden kann, stellen diese Proteasen die Moleklle der Exekutionsphase in der Apoptose dar.
Daher kdénnte die Suche nach Substraten, die von den Caspasen wahrend der Apoptose gespalten

werden, neue Einsichten in die unteren Ebenen der Apoptosesignalwege gewéhren.

e Distale Ereignisse innerhalb der Apoptose-Signaltransduktion
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Einige dieser sogenannten "Todessubstrate" sind bereits bekannt. Erstens kénnen Caspasen andere
Familienmitglieder spalten und aktivieren, was, wie oben beschrieben, zu einer Kaskade von
Caspasenaktivierung fuhrt. Zweitens werden Moleklile, die in die DNA-Reparatur involviert sind, wie
Poly-(ADP-ribose) Polymerase (PARP) oder die katalytische Untereinheit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK), gespalten und inaktiviert. Dies geschieht durch Caspase-3-ahnliche
Proteasen (Lazebnik et al., 1994; Gu et al., 1995a; Casciola-Rosen et al., 1995; Song et al., 1996b).
Ebenso werden die Ribonukleoproteine U1-70kDa, C1 und C2, die an SpleiBreaktionen von pra-
mRNA-Molekilen beteiligt sind, durch Spaltung inaktivert (Casciola-Rosen et al., 1994; Tewari et al.,
1995a; Waterhouse et al., 1996). Caspasen spalten und inaktivieren somit Proteine, die an zellularen
Prozessen, welche fir den apoptotischen ProzefB3 nicht notwendig sind, oder sogar an Prozessen, die

dem Zelltod entgegenwirken, beteiligt sind.

Eine weitere Gruppe von ,Todessubstraten” stellen solche Molekdlle dar, die in die Regulation anderer
Signalprozesse involviert sind. Dazu gehdéren die SREBP-1 und SREBP-2 (fir "sterol regulatory
element binding protein"), die von Caspase-3 und Caspase-7 gespalten werden (Wang et al., 1995;
Pai et al., 1996), die delta-Isoform der Proteinkinase C (PKC3), die mit Chromatinkondensation und
DNA-Fragmentierung in Verbindung gebracht wird (Ghayur et al., 1996; Emoto et al., 1995), ein GDP-
Dissoziationsinhibitor von GTPasen der Rho-Familie (D4-GDI) (Na et al., 1996; Danley et al., 1996),
die PITSLRE-Kinase (Bunnell et al., 1990; Lahti et al., 1995; Beyaert et al., 1997) und die zytosolische
Phospholipase A, (PLA,) (Wissing et al., 1997).

Dartiber hinaus wurden einige zelluldre Strukturproteine als "Todessubstrate" identifiziert. Dazu
gehéren Lamin, das durch Caspase-6 gespalten wird (Orth et al., 1996a; Neamati et al., 1995;
Zhivottovsky et al., 1997), ferner a-Fodrin (Cryns et al., 1996; Martin et al., 1995b), Actin, das durch
Caspase-3 gespalten wird und Gas2, eine Komponente des Mikrofilamentsystems (Brancolini et al.,
1995). Die Spaltung dieser Substrate kénnte zum Teil die massiven morphologischen Veranderungen

erklaren, denen eine Zelle wahrend des apoptotischen Prozesses ausgesetzt ist.

Einige Onkogene wie Rb und MDM-2 werden ebenfalls durch Caspasen gespalten und damit
inaktiviert (Bing und Dou, 1996; Janicke et al., 1996; Ehrhardt et al., 1997). Ebenso konnte kirzlich
gezeigt werden, daB die p21-aktivierte Kinase PAK2 wahrend CD95- und TNF-vermittelter Apoptose
gespalten und damit konstitutiv aktiviert wird. Da PAK2 den JNK-Signalweg aktiviert, scheint mit PAK2
ein Enzym identifiziert zu sein, daB die Briicke zwischen Caspasen und JNK herstellt (vgl. Kapitel 5.2).
Wird die PAK2-Aktivitdt durch eine dominant-negative Mutation blockiert, so werden keine
apoptotischen Kérper mehr gebildet. Sowohl die Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung als
auch die Phoshatidylserinexternalisierung bleiben jedoch unbeeinflut (Rudel und Bockoch, 1997).
Verschiedene apoptotische Teilprozesse kénnen offensichtlich auf der Ebene der

Caspasenaktivierung selektiv aktiviert werden.

Zusétzlich wurde der Faktor DFF (fir ,DNA-Fragmentation Factor“) beschrieben, der durch Caspase-3
gespalten und daraufhin aktiviert wurde (Liu et al., 1997). DFF selbst scheint keine DNAase-Aktivitat

aufzuweisen. Es ist daher wahrscheinlich, daB DFF eine oder mehrere Nukleasen aktiviert,
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mdoglicherweise die bereits beschriebene Ca2+/Mgz+-abhéngige Nuklease (Gaido und Cidlowski, 1991;
Nikonova et al.,1993; Peitsch et al., 1993). Somit konnte zum ersten Mal eine direkte Verbindnung

zwischen Caspasenaktivieurng und DNA-Fragmentierung etabliert werden.

Zusammenfassend 1&Bt sich damit folgendes Bild des CD95-Todesrezeptor-Signalweges zeichnen
(Abb. 6.5): Durch Rezeptorstimulation kommt es im ersten Schritt zur Bildung des Todesrezeptor-
Signalkomplexes (DISC). Bei CD95 ist Caspase-8 Bestandteil dieses Komplexes. Caspase-8 wird am
DISC gespalten und aktiviert. Das aktive Enzym kann dann im zweiten Schritt eine noch zu
definierende Caspasenkaskade auslésen oder eventuell direkt Todessubstrate spalten. Die anderen
aktivierten Caspasen prozessieren dann ebenfalls Todessubstrate. Diese Substrate werden dabei
entweder aktiviert oder inaktiviert, je nachdem ob sie wichtig oder hinderlich fir den apoptotischen
ProzeB sind. Dies fuhrt dann im letzten Schritt zu dem morphologischen Bild, das als Apoptose
bezeichnet wird und im Kapitel 3.1 beschrieben wurde. Da Caspasen am Anfang dieser Signalkette
stehen, ist es nicht erstaunlich, daB Caspaseninhibitoren (wie CrmA oder zVAD-fmk) effiziente
Hemmstoffe des Zelltodes sind. Dieser Signalweg kann wahrscheinlich - wie bereits besprochen - in
ahnlicher Weise auf die anderen Todesrezeptoren (bertragen werden. Die Existenz mehrerer
Todesrezeptoren zeigt zum einen die Notwendigkeit von Apoptose in einem multizellularen
Organismus auf, wie es der Mensch darstellt. So wird der Tod von einzelnen Zellen fir das Uberleben
des gesamten Organismus essentiell. Zum anderen 1aBt sich daraus auch die Gefahrlichkeit dieser
Rezeptoren ablesen, denn ein Todesrezeptor/Liganden-System scheint nicht auszureichen, um

Apoptose gezielt in bestimmten Zelle oder Geweben auszuldsen.

Es 1aBt sich festhalten, daB in den letzten Jahren das Wissen Uber den Mechanismus des
programmierten Zelltods, insbesondere in den Signalwegen der Todesrezeptoren von CD95 und TNF-
RI, angewachsen ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen dabei einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung
des CD95-Signalweges dar. Denn im Gegensatz zu den sonst Ublichen in vitro-Versuchen wurde ein
biochemischen Ansatz gewahlt, der zur Identifizierung von Molekilen unter physiologischen
Bedingungen flhrte. Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine stellen somit reale Elemente der
CD95-vermittelten Apoptose dar. Viele Molekile, die in der Apoptoseforschung und speziell auch im
CD95-Signalweg publiziert wurden, sind dagegen Uber in vitro-Ansétze spezifiziert worden und ein
eindeutiger Beweis fur deren Notwendigkeit steht zum Teil noch aus. Es zeichnet sich das Bild ab, daf
alle Todesrezeptoren einen ahnlichen oder eventuell den gleichen Signalweg benutzen. Hierbei konnte
die zentrale Bedeutung der Caspasen aufgezeigt werden. Die Erkenntnisse Uber diese Mechanismen
geben der Wissenschaft vielleicht die Mdglichkeit, Medikamente gegen Krankenheiten zu entwickeln,
in denen Apoptose eine Rolle spielt. Speziell fir das CD95/CD95L-System sind die in Kapitel 3.4
aufgefihrten Krankheiten als mdgliche Therapieziele von Interesse. So kénnte das spezifische
Auslésen von Apoptose in bestimmten Zellen des Koérpers Krebs- und Autoimmunerkrankungen
heilen, umgekehrt kénnte die gezielte Inhibition zu Erfolgen bei der Bekdmpfung von der AIDS-
Erkrankung und neurodegenerativen Erkrankungen fihren. Vielleicht kann der programmierte Zelltod

auch zur Akzeptanz von Transplantaten in der Transplantationsmedizin beitragen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Materialien

7.1.1  Chemikalien

Amersham-Buchler, Frankfurt: [y—szP]ATP (400 MBg/ml), , SDS-PAGE-Molekulargewichtsmarker
("Rainbow Coloured Protein", '*C-methylierte Proteine, "'“C-methylated Rainbow Coloured Proteins"),
Western-ECL-Kit, ECL-Membranen, [oc-SSS]ATP (530 MBg/ml), Amplify.

Baker, Deventer, Niederlande: Szintillator-Cocktail Hydroluma, Methanol, Salzsaure 37%.

BioRad, Miinchen: Proteinmarkermischungen fiir die IEF

Biozym, Hameln: NuSieve(3:1)-Agarose.

Boehringer, Mannheim: ATP, dNTPs

Conco, Wiesbaden: Fétales Kalberserum (FKS)

Diagen, Disseldorf: QiaExpress Expressionskit fir Proteine mit Histidin-Hexapeptid, DNA-
Isolierungsséaulen T100, T500.

Dianova, Hamburg: Peroxidase-konjugiertes Streptavidin,

Difco, Detroit, USA: Hefeextrakt, Trypton.

Gibco-BRL, Karlsruhe: Agarose, Gentamycin, Penicillin/Streptomycin, Glutamin, HBSS (Hank’s
buffered salt solution), Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfons&ure]), "low melting
point"-Agarose, DMEM-Pulvermedium, RPMI-1640-Pulvermedium, RPMI- und DMEM-Mangelmedien.
Gliicksklee, Frankfurt a. M.: Magermilchpulver

Goos, Heidelberg: Verstarkerfolien fiir Autoradiographien

Hartmann Analytics, Braunschweig: [-°P]JATP, [**P]Orthophosphat

ICN Biomedicals, Meckenheim: Trans **S-Label™ ([**S]Cys/[**S]Met) (530 MBg/ml)

Kodak, Rochester, USA: Rontgenfilme X-Omat AR, Autoradiographiemappen.

LKB, Bromma, Schweden: Ampholine, Repelsilan.

Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA: Gene Amp dNTPs.

Pharmacia, Freiburg: Ficoll 400, Sepharose CL-4B, Protein A-Sepharose CL-4B, Ampholine pH 5,0-
7,0, Ampholine pH 3,5-10. Carbamolyt™-Mischung (Mischung aus modifiziertem Carbamolyt fir einen
pH-Bereich von 4,9 bis 7,1)

Pierce, Rockford, USA: BMH (Bismaleimidohexan), DPDPB (1,4-Di-[3’-(2’-pyridyldithio)-
propionamido)]outan), BCA-Proteinassay.

Promega, Heidelberg: Glutathion-Agarose

Qiagen, Hilden: Ni**-NTA-Agarose

Roth, Karlsruhe: Phenol, Acrylamid/Bisacrylamidlésung 30% (w/v).

Serva, Heidelberg: Brij-58, EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), NP-40, PEG 8000, BSA
(Rinderserumalbumin), SDS (Natriumdodecylsulfat), Triton X-100, Trypanblau, Xylencyanol, Acrylamid,
N,N’-Methylen-bis-acrylamid, Ampholine pH 5,0-7,0.
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Sigma, Miinchen: anti-lgG1-Agarose, APS (Ammoniumpersulfat), DTT (Dithiothreitol),
Ethidiumbromid, IPTG (Isopropyl-thiogalactosid), MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure), MTT
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-Bromid), Propidiumiodid, Tween-20, Nonidet P-40
(NP-40, Nonylphenylpolyethylenglykol), Ampicillin, Kanamycin, Tetrazyclin, TEMED (N,-N,-N",-N",-
Tetraethylmethylendiamin), Cycloheximid (CHX), Anisomycin, Staurosporin, Thapsigargin und A23187.
Schleicher und Schiill, Dasseln: Gel-Blotting-Papiere.

Alle Gbrigen Chemikalien wurden in reinster Form (p.a.) von den Firmen Merck, Darmstadt; Roth,

Karlsruhe; Sigma, Deisenhofen oder Fluka, Neu-UIm bezogen.

7.1.2 Haufig verwendete Puffer

50xTAE-Puffer

2M Tris-Base
2M konz. Essigsaure
50 mM EDTA, pH 8,0

10xTBE-Puffer

0,45 M Tris-Base

0,45 M H3BO;

10 mM EDTA, pH 8,0
TE-Puffer

10 mM TriseHCI, pH 7,5

1 mM EDTA

DNA-Probenpuffer

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
30 % (w/v) Glycerin
PBS
10 mM Phosphatpuffer, pH 7,5

2,7mM KClI
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138 mM
TBS

25 mM

2,7 mM

138 mM

NaCl

TriseHCI, pH 7,5
KClI

NaCl

100x SPI (small peptide inhibitors)

1 mg/ml
1 mg/ ml
1 mg/ml

1 mg/ml

Leupeptin
Antipain
Pepstatin

Chymostatin A

Weitere Lésungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefthrt.

7.1.3 Biologisches Material

7.1.3.1 Eukaryontische Zellen
Zellinie wichtige Eigenschaften Referenz
SKW6.4 humane B-lymphoblastoide Zellinie ATCC TIB 215
BL60 humane Burkitt-Lymphomzellinie, Subtyp P7 Wolf et al., 1990
K50 CD95-transfizierte BL-60-Zellinie Oehm et al., 1992
K2.2 deletierter CD95 (A57 As) transfizierte BL-60-Zellinie, Kischkel et al., 1995
freundlicherweise von Dr. M. Pawlita, Heidelberg, zur
Verfiigung gestellt
BJAB humane B-lymphoblastoide Zellinie Clements et al., 1975
BJAB-CrmA CrmA-transfizierte BJAB-Zellinie Chinnaiyan et al.,
1996b
BJAB-CrmA™ inaktive Mutante von CrmA-transfizierter BJAB-Zellinie Chinnaiyan et al.,
1996b
Raji humane Burkitt-Lymphomzellinie ATCC CCL 86
Boe" humane pra-B-Zellinie, fir mehr als 4 Monate in Kischkel et al., 1995
Anwesenheit von 1 pg/ml anti-APO-1 kultiviert
HUT78 humane T-Zellinie mit T-Helferzell-Ph&notyp ATCC TIB 161
Jurkat humane T-Zellinie Subtyp J16 (akute lymphozytare Dr. J. Borst, Holland,
Leukamie) Cancer Institute
H9 humane T-Zellinie Dr. V. Bosch, DKFZ,
Heidelberg
HT29 (WiDr) humane Colonkarzinomzellinie, CD95/0W ATCC CCL 218

HepG2

humane Hepatomzellinie

ATCC HB 8065
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MCF7-CD95- humane Brustkarzinomazellinie, CD95- und Kontrollvektor-
Vektor transfiziert

MCF7-CD95- humane Brustkarzinomazellinie, CD95- und Bcl-x, -
Bel-x transfiziert

WEHI231 Maus-Thymom-Zellinie

430 Maus-Fibroblasten-Zellinie L929, transfiziert mit dem
humanen CD95

Jaatela et al., 1995

Jaatela et al., 1995

Cahill et al., 1996
Ratter et al., 1996

7.1.3.2 Bakterienstimme

E.coli Stamm Verwendung Referenz, Bezugsquelle
XL1 blue Vermehrung von Plasmiden Stratagene, Heidelberg
SG13009[pREP4] Produktion des CD95zT Gottesman et al., 1981

7.1.4 Nahrmedien

7.1.41 Medium fiir die Zellkultur

RPMI-Kulturmedium (Kat.-Nr. 51800-035)

10 mM HEPES
2mM Glutamin
50 mg/mi Gentamicin in RPMI-1640, pH 7,3

Dem Medium wurde 10 % FKS hinzugefiigt, das zuvor 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert worden war,

und der pH auf 7,3 eingestellt.

DMEM-Kulturmedium (Kat.-Nr. 31885-023)

10 mM HEPES
2mM Glutamin
50 mg/mi Gentamicin
1 mM Pyruvat

nicht-essentielle Aminosauren

Dem Medium wurde 10 % FKS hinzugefiigt, das zuvor 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert worden war,

und der pH auf 7,3 eingestellt.

RPMI-Mangelmedium fiir die metabolische Markierung von Proteinen

(Kat.-Nr. 51871-010)
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ohne: L-Arginin, L-Cystin, L-Glutamin, i-Inositol, L-Leucin, Glukose, L-Methionin,
Natriumphosphat
Komplementiert mit: 10 mM HEPES

2mM L-Glutamin

50 mg/ml Gentamicin

0,084 mg/m L-Arginin

7,2 pg/ml i-Inositol

0,105 mg/ml L-Leucin

0,125 mg/ml Natriumphosphat

4,5 mg/mi Glukose

Dem Medium wurde 10 % FKS hinzugefiigt, das zuvor 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert worden war,

und der pH auf 7,3 eingestellt.

7.1.4.2 Bakterienanzuchtmedien

Luria Broth (LB)

549/ NaCl
59/ Hefeextrakt
10 g/l Trypton

Zur Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugefigt.

Far die Herstellung von Selektionsmedien wurde dem autoklavierten Medium bei einer Temperatur
von ca. 45°C Ampicillin (150 pg/ml), Tetrazyclin (10 ug/ml) oder Kanamycin (25 ug/ml) in der
angegebenen Endkonzentration zugesetzt.

7.1.5 Seren und Antikorper

Name Antigen Herkunft

Anti-APO-1 anti-CD95 (human) Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg

(lgG3, 1gG2b) (Trauth et al., 1989; Dhein et al.,1992)

Fl123c (IgG3) auf menschlichen und murinen Zellen Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg
nicht-bindend (Trauth et al., 1989)

PA-1 (IgG1) erkennt den humanenTransferrin- Dr. Dr. G. Moldenhauer (Van Endert und
Rezeptor Moldenhauer, 1992)

FO1 anti-FADD (138-148 As) erkennt Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg

(Kaninchen, (CEDRYPRNLTERVRESLRIW), (Kischkel et al., 1995)

polyklonal) affinitatsgereinigt

FADD (lgG1) anti-FADD (human) Dianova, Hamburg
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R1 (Kaninchen, anti-FLICE (human, 183-201 As) erkennt

polyklonal)

R2 (Kaninchen,

polyklonal)

Bax (N-20)
(Kaninchen,
polyklonal)

Bcl-2 (N-19)
(Kaninchen,
polyklonal)
Bik (Ziege,
polyklonal)
Bel-x
(Kaninchen,
polyklonal)
ClI-10 (mAK)

(Ziege,
polyklonal)

(Ziege,
polyklonal)

(Kaninchen,
polyklonal)

(Ziege,
polyklonal)

(Kaninchen,
polyklonal)
(Ziege,
polyklonal)
(Ziege,
polyklonal)

Kaninchen-
serum

anti-SAPK

anti-JNK1
(MAK)

ahscdc2
(Kaninchen,
polyklonal)

ahscdk?2

GN1
(Kaninchen,
polyklonal)

(CKERSSSLEGSPDEFSNGE),
affinitatsgereinigt

anti-FLICE (human, 466-479 As) erkennt
(CVEVSNKDDKKNMGKQMPQ),
affinitatsgereinigt

anti-Bax (human, 11-30 As),
affinitatsgereinigt

anti-Bcl-2 (human, 4-21 As),
affinitatsgereinigt

anti-Bik (human), affinitatsgereinigt

anti-Bcl-x, (human, 18-233),
affinitatsgereinigt

anti-PARP (human)

Peroxidase-konjugierter anti-Maus
(Isotypen IgG, 1gG1, IgG2b),
affinitatsgereinigt

Peroxidase-konjugierter anti-Kaninchen-
IgG, affinitatsgereinigt

Biotin-SP-konjugierter anti-Maus-1gG Fc-
spezifisch, affinitatsgereinigt

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-
konjugierter anti-Maus-IgG,
affinitatsgereinigt

anti-Maus-1gG Fc-spezifisch,
affinitatsgereinigt

anti-human-IgM Fc-spezifisches F(ab').-
Fragment, affinitatsgereinigt

anti-human-IgM,
affinitatsgereinigt

Kaninchen-IgG

anti-SAPKa.,B,y generiert gegen Ratten-
SAPKJ; kann jedoch nicht zwischen a-,
B- und y-SAPK-Isofomen dieser
Kinasenfamilie unterscheiden

anti-dNK1 (human)
anti-cdc2 (human)

anti-cdk2 (human)

anti-PITSLRE (human), affinitatsgereinigt

Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg
(Medema et al., 1997)

Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg
(Medema et al., 1997)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Dianova, Hamburg

Dr. A. Birkle, DKFZ, Heidelberg
Southern Biotechnology, Birmingham,
USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dr. J. Kyriakis, Massachusetts General
Hospital, Charlestown, USA

Pharmingen, Hamburg

Dr. I. Hoffmann, EMBL, Heidelberg

Dr. I. Hoffmann, EMBL, Heidelberg

Dr. V. Kidd, St. Jude Children's Research
Hospital, Memphis, TN, USA
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OKT3 (IgG2b)  anti-CD3 (human) Dr. P.H. Krammer, DKFZ, Heidelberg
Anti-AU1 erkennt ein Hexapeptid (AU1) aus Babco (Richmond, USA), (Lim et al.,
(lgG1) Papillomviren 1990)

Alle monoklonalen Antikérper (mAk) stammten aus der Maus. Isotyp ist angegeben, wenn bekannt.

7.1.6 Molekularbiologische Materialien

7.1.6.1 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von W. Weinig (Angewandte Tumorvirologie, DKFZ, Heidelberg)
oder MWG-Biotech GmbH, Ebersberg, an einem automatisierten DNA-Synthetisierer (Applied
Biosystems, Weiterstadt) hergestellt und durch HPLC gereinigt.

Die verwendeten Oligonukleotide waren:

Bcl-x,-F TTGGACAATGGACTGGTTGAGCC
Bcl-x.-R TGGGAGGGTAGAGTGGATGGTC
Bax-F GAAAAACACAGTCCAAGGCAGC

Bax-R CTTTTTGTGTCAGGTTCCGTCG

BIK-F TGATGGAGACCCTCCTGTATGAGCAG
BIK-R CCTTAAGTGTGGTGAAACCGTCCATG
FAP-F CAGCAGTCAGGATCATCAAACACC
FAP-R GAACTGGAACCCGTAAGACTAGAC
Caspase-8 GGACTACATTCCGCAAAGGAAGCAAG
N-Domaéane-F

Caspase-8 TGGGCACAGACTCTTTTCAGGATGTC
N-Domaéane-R

Caspase-8 GGACAGGAATGGAACACACTTGGATG
C-Doméne-F

Caspase-8 CTGCCAAAGTGACTGGATGTACCAGG
C-Doméne-R

HCP-F CCCTACAGAGAGATGCTGTCCCTGG
HCP-R GGTACTTGAGGTGGATGATGGTGCC
FADD-F GGAGAAGGCTGGCTCGTCAGCTCAAA
FADD-R CCAGGCTGTGTAGATGCCTGTGGT
RIP-F CGAAAATGCAGTTGTGAAGAGAATG
RIP-R GCGAGGTGAAGTCGACGGCATC
B-Aktin-F TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCCTA
B-Aktin-R CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG
GAPDH-F CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA
GAPDH-R TCTAGACGGCAGTCAGGTCCACC

Der Primer flr B-Aktin und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAPDH) wurde von Stratagene erworben. Die
cDNA-Léangen, definiert durch die Primer, sind: bax: 628 bp, bcl-x.: 772 bp, bik: 312 bp, FAP: 445 bp,
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Caspase-8-N-Domane: 417 bp, Caspase-8-C-Domaéne: 508 bp, B-Aktin: 661 bp, GAPDH: 600 bp,
HCP: 313 bp, FADD: 320 bp und RIP: 1120 bp.

7.1.6.2 Vektoren

pQES8 Expressionsplasmid abgeleitet von pDS56 und Stiber et al., 1990
pDS781/RBSII-DHFRS

pBluescriptKS(+) Hochkopiezahlvektor Stratagene Heidelberg

FADD-pGSTag

FADD-AU1-pcDNA3

FADD-DN-AU1-
pcDNA3

FADD-pET

FLICE-pcDNA3

FADD in pGSTag kloniert, ein Glutathion-S-
Transferase-Fusionsprotein-Expressions-vektor

FADD mit einem AU1-Epitop am N-Terminus in
pcDNAS kloniert, ein Expressionsvektor mit einem
CMV-Promotor

FADD-DN mit einem AU1-Epitop am N-Terminus in
pcDNAS kloniert, ein Expressionsvektor mit einem
CMV-Promotor

FADD in pET kloniert, ein 6xHis-Fusionsprotein-
Expressionsvektor

FLICE in pcDNAS kloniert

Dr. V. Dixit (Chinnaiyan
et al., 1995

)
Dr. V. Dixit (Chinnaiyan
et al., 1995)

Dr. V. Dixit (Chinnaiyan
et al., 1995)

Dr. V. Dixit (Muzio et
al., 1995)

Dr. V. Dixit (Muzio et
al., 1996

7.1.6.3

Folgende Enzyme und

Enzyme und Kits

Kits wurden verwendet:

Enzym

Bezugsquelle

ready reaction kit FS

Bakterielle, alkalische
DNAse (RNAse frei)
DNA-Polymerase |
Pfu-DNA-Polymerase
Gene Amp RNA PCR
Lysozym
Mungobohnennukleas
Proteinase K

RNAse H
RNAse A

ABI PRISM dye terminator cycle sequencing

Alkalische Phosphatase aus Krabben

Ventg TM DNA-Polymerase

Perkin Elmer, Weiterstadt

USB, Ohio, USA

Pharmacia, Freiburg; Amersham, Braunschweig

Phosphatase Genofit, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Stratagene, Heidelberg

Core Kit Perkin Elmer, Weiterstadt

Boehringer, Mannheim
e Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Minchen

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
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RNeasy Total RNA Kit Qiagen, Hilden

Sequenase™ USB, Ohio, USA

TNT (in vitro-Translations-Kit) Promega, Heidelberg
Trypsin-EDTA-Lésung Gibco BRL, Karlsruhe
T4-Polynukleotidkinase Pharmacia, Freiburg

T4-DNA-Ligase Gibco BRL, Karlsruhe; Pharmacia, Freiburg

Die Restriktionsenzyme stammten von AGS, Heidelberg. AuBerdem wurde der Sequenase'" System-
Kit Version 2.0 von USB, Ohio, USA, verwendet. Zur Proteinbestimmung in Lésungen wurde das BCA-

Proteinbestimmungs-Kit von Pierce, Rockford, USA, benutzt.

7.1.7 Caspaseninhibitoren

Name Verbindung Bezugsquelle

zVAD-fmk Benzoxycarbonyl-Val-Ala-Asp-(O-Methyl)-  Enzyme System Products (Dublin,
Fluoromethylketon CA, USA)

zDEVD-fmk Benzoxycarbonyl-Asp-Glu-Val-Asp- Enzyme System Products (Dublin,
(O-Methyl)-Fluoromethylketon CA, USA)

zIETD-fmk Benzoxycarbonyl-lle-Glu-Thr-Asp- Enzyme System Products (Dublin,
(O-Methyl)-Fluoromethylketon CA, USA)

Ac-YVAD-CHO  Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Aldehyd Bachem (King of Prussia, PA, USA)

Ac-DEVD-CHO  Acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-Aldehyd Bachem (King of Prussia, PA, USA)

7.1.8 Computer und Software

Es wurde mit dem Apple Macintosh Computer gearbeitet. Modelle: Power Macintosh 6100/66 und
7200/66. Die benutzte Software waren: Microsoft Word Version 6.01 fiir Power Macintosh von
Microsoft Corporation; Lasergene Version 1.61 von DNAStar, Inc.; Canvas Version 3.5.3b von Deneba
Systems, Inc.; Microsoft Power Point Version 4.0 fir Power Macintosh von Microsoft Corporation;
Reference Manager Version 2.51 fir Macintosh von Research Information Systems; Netscape
Navigator Version 3.0 von Netscape Communications Corporation und ScanAnalysis von Biosoft
(Feruson, MO, USA). Fir die Datenbank- und die Literaturrecherche wurde das National Center of
Biotechnology Information, World Wide Web URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; die "Online Mendelian
Inheritance in Man" (OMIM (TM). Center for Medical Genetics, Johns Hopkins University (Baltimore,
MD) and National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine (Bethesda, MD,
USA), 1996, World Wide Web URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/), die "Mouse Genome Database"
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA, World Wide Web URL:
http://www.informatics.jax.org/mgd.html) und das Husar-Paket vom Deutschen Krebsforschungszentrum,

Heidelberg verwendet.
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7.1.9 Gerate

Geréat

Hersteller/Bezugsquelle

Autoradiographiekassetten
Blotting Apparatur Trans-Blot Semi-Dry

Brutschranke Steri-Cult Incubator, Forma Scientific

DurchfluBphotometer UV-1

Elektrophoresis Power Supply Phero-Stab 500
Elektrophoresis Power Supply ECPS 3000/15

ELISA Reader EAR 400 AT
Feinwaage

FluoreszenzdurchfluBzytometer (FACScan)

Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -70°C, Forma Scientific
Geltrockner Drygel SR SE1160
Heizblock Thermomixer 5436
Kuhlschranke

Kihlzentrifuge Sorvall RC 3B Plus
Kihlzentrifuge Sorvall RC 5B
Kihlzentrifuge Varifuge 3.0 R
Kihlzentrifuge Centrifuge 5402
Lichtmikroskop

Magnetrihrer lkamag

Membran Vakuumpumpe MD8C
Mikrowellengerat
Minigelelektrophoresekammer
pH-Meter Calimatic, Knick, Osterreich
Phasenkontrastmikroskop
Quarzkuvetten

Schlauchpumpe P-1
Schittelinkubator Unimax 2010
Spektralphotometer U-1100
Sterilarbeitsplatz Laminar-air-flow
Tischzentrifuge Biofuge 15
Universalwaage
Vakuum-Konzentrator

Vortex Genie 2

Wasserbad

Zahlkammer nach Neubauer
Uberkopfriihrer

Suprema, Heidelberg

Biorad, Miinchen

Labotech, Géttingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Biotec Fischer

Pharmacia, Freiburg
SLT-Labinstruments, Osterreich
Sartorius, Géttingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Bosch, Stuttgart

Labotech, Géttingen

Hoefer, San Francisco, USA
Eppendorf, Hamburg

Bosch, Stuttgart

DuPont, Bad Homburg
DuPont, Bad Homburg
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Oberkochen

IKA Labortechnik, Heidelberg
Vacuubrand, Mannheim
Bosch, Stuttgart

LMS Labortechnik, Heidelberg
LHD Labortechnik, Heidelberg
Nikon, Japan

Hellma, Minchen
Pharmacia, Freiburg
Heidolph, Hanau

Hitachi, Japan

Gelman, Labotech, Géttingen
Heraeus, Hanau

Sartorius, Géttingen
Bachhofer, Reutlingen
Bender & Hobein, Bruchsal
Julabo, Heidelberg

Brandt, Mannheim

Kihn+Bayer, Nidderau




7 Experimenteller Teil 113

7.2 Methoden

7.2.1  Zellkultur

7.2.1.1 Kultivierung von Bakterien
e Stammhaltung

Die E. coli-Stamme wurden auf LB-Agar-Platten bei 37°C angezogen. Fir die Anzucht von Plasmid-
tragenden Std&mmen wurden Selektionsmedien verwendet, denen die entsprechenden Antibiotika
hinzugefugt worden waren. Fir die Flissigkulturen wurde LB-Medium mit Zellen einer Einzelkolonie
beimpft und Gber Nacht im Schittelinkubator (220 UpM, 37°C) inkubiert. Stammkulturen der
Bakterienstdmme wurden auf LB-Agar-Platten bei 4°C aufbewahrt und nach Bedarf Uberimpft.
Glycerinkulturen der Bakterien wurden angelegt, indem zu einer frischen Ubernachtkultur Glycerin bis
zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) gegeben wurde. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

7.21.2 Herstellung transformationskompetenter ("kompetenter") Bakterien

200 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer Ubernachtkultur des verwendeten Bakterienstammes
angeimpft und bis zum Erreichen einer ODgyonm von 0,6 im Schittler inkubiert (37 °C, 200 UpM). Nach
dem Abkihlen auf Eis wurde die Bakteriensuspension in 50 ml-Zentrifugenréhrchen abzentrifugiert
(10 min, 720x g, 4°C). Das Bakterienpellet wurde in 60 ml eiskalter TFB I-Lésung (100 mM RbCl,, 50
mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8) resuspendiert. Nach 90
min auf Eis wurde die Bakteriensuspension wiederum abzentrifugiert (s. oben), und das Pellet wurde in
8 ml eiskalter TBF II-Lésung (10 mM RbCI, 75 mM CaCl,, 15 (v/v) Glycerin, 10 mM MOPS, pH 7,0)
resuspendiert. Davon wurden 200 pl-Portionen in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C
gelagert. Die nach dieser Methode hergestellten "kompetenten" Bakterien wiesen eine

Transformationseffizienz von 1x10” bis 1x10° Transformanden pro pg Plasmid-DNA auf.

7.21.3 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen wurden in einem Brutschrank (Forma Scientific, Marietta, USA) bei 37°C, 5 %
Kohlendioxid und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt

(steriler Arbeitsplatz, sterile Gerate und Medien).

Die Zellzahl und die Vitalitat der Zellen wurden mikroskopisch mit einem Neubauer-Hamozytometer im
Trypanblau-AusschluBtest bestimmt. Lebende Zellen erschienen farblos, tote Zellen wurden durch
Trypanblau geférbt. Aus einer gut suspendierten Zellkultur wurde ein Aliquot steril entnommen, 1:2 mit
Farbpuffer (0,16 % (w/v) Trypanblau, 150 mM NaCl) gemischt und im Hamozytometer unter dem
Mikroskop betrachtet. Es wurden jeweils zwei der GroBquadrate ausgezahlt. Die Zelldichte wurde wie
folgt berechnet:

Zellzahl/ml = (Anzahl der Trypanblau-negativen Zellen) x 10*.
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Adharente Zellen HepG2 (HT29) wurden in DMEM (RPMI)-Medium kultiviert und alle drei bis vier Tage
1:4 umgesetzt. Zur Zelldissoziation wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde Trypsin-EDTA-LOsung auf die Zellen gegeben. Sobald sich die Zellen abldsten,
wurden sie mit mindestens der zehnfachen Menge Kulturmedium abgespilt und in neue Flaschen
Uberfihrt.

Alle Ubrigen Zellinien wurden in RPMI-Medium mit 10 % (v/v) FKS kultiviert und zwei- bis dreimal pro
Woche 1:10 in frischem Kulturmedium verdinnt.

Zum Einfrieren wurden 1x10” Zellen abzentrifugiert (10 min, 465x g, Heraeus-Zentrifuge) und in 0,5 ml
eiskaltem RPMI-Medium mit 40 % (v/v) FKS aufgenommen. AnschlieBend wurde 0,5 ml RPMI-
Medium mit 20% (v/v) DMSO unter vorsichtigem Schutteln tropfenweise zugesetzt. Die Zellen wurden
bei -70°C eingefroren und bei -192°C in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die Zellen

im 37°C-Wasserbad schnell aufgetaut und sofort seriell mit frischem Kulturmedium verdinnt.

7.21.4 Praparation von peripheren T-Zellen

Humane periphere T-Zellen wurden, wie von Klas et al. (1993) beschrieben, prapariert.
Zusammenfassend gesagt: periphere mononukleare Zellen aus dem Blut von gesunden Spendern
wurden mit einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Pharmacia, Freiburg) isoliert. Adhérente Zellen
wurden durch Anhaften an Kulturflaschen aus Plastik entfernt (1 h Inkubation). T-Zellen wurden von
den peripheren mononuklearen Zellen durch Rosettierung mit 2-Amino-Ethylisothyouroniumbromid-
behandelten Schaferythrozyten, wie von Pellegrino et al. (1975) beschrieben, isoliert. Die
unstimulierten (d0) T-Zellen (2x106 Zellen/ml) wurden mit Phytohaemagglutinin (PHA)-P (1 ug/ml) far
18-20 h aktiviert (d1 T-Zellen), gewaschen und in der Gegenwart von 20-25 U/ml rekombinatem,
humanem IL-2 fir 5 Tage kultiviert (d6 T-Zellen).

7.2.2 Arbeiten mit DNA/RNA

7.2.21 Isolierung von Nukleinséduren
e Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli

Bei den im folgenden beschriebenen Isolierungsmethoden von Plasmid-DNA werden die Bakterien
zuné&chst lysiert, anschlieBend wird die DNA durch Hitze- oder Alkalibehandlung denaturiert. Zirkulare
Plasmid-DNA kann nach Abkihlung bzw. nach Neutralisierung bevorzugt renaturieren, wahrend die
denaturierte, chromosomale DNA durch Zentrifugation abgetrennt werden kann.

e Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen MaBstab, |

Diese Methode dient zur Gewinnung kleinerer Mengen von Plasmid-DNA, die hinreichend rein zur
Restriktionsanalyse ist.

1,5 ml einer Ubernachtkultur von Bakterien wurden pelletiert (5 min, 320x g) und anschlieBend in
150 pl GTE-Puffer (0,01 M EDTA, 0,05 M Gilukose, 0,025 M TriseHCI, pH 8,0) resuspendiert. Dazu
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wurden 300 pl einer frisch angesetzten NaOH-SDS-Lésung (0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS) gegeben.
Nach fanfminGtiger Inkubation auf Eis wurden zur Neutralisation 250 ul 3 M Natriumacetat-Ldsung,
pH 4,8, zugegeben und nach vorsichtigem Mischen weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die chromosomale
DNA wurde durch Zentrifugation (5 min, 13600x g, 4°C) abgetrennt. Die Plasmid-DNA wurde durch
Zugabe eines gleichen Volumens Ethanolgps.o9c zum Uberstand gefallt und abzentrifugiert (5 min,
13600x g, 4°C). Das mit 70 %igem Ethanol (v/v) gewaschene Pellet wurde in 20 ul TE aufgenommen.

e Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab, Il

Sollte Plasmid-DNA flr eine Sequenzanalyse verwendet werden, so wurde sie unter Verwendung von
Qiagen T100-S&ulen isoliert.

150 ml Bakterien einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (2900x g, 15 min). Das Pellet wurde in
4 ml Puffer P1 (100 mg/ml RNase A, 50 mM Tris*HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) suspendiert, mit 4 ml
Puffer P2 (200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS) versetzt und durchmischt. Danach wurden 4 ml P3-L&sung
(3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5) hinzugegeben. Das Bakterienlysat wurde fir 30 min auf Eis gestellt und
anschlieBend zentrifugiert (30 min, 2900x g). Der Uberstand wurde durch eine Nylonmembran filtriert.
Mit 4 ml Puffer QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15 % (v/v) Ethanol, 0,15 % (v/v) Triton X-100,
pH 7,0) wurde eine Qiagen T100-S&ule &quilibriert. Die DNA-L&sung wurde auf die S4ule gegeben, die
anschlieBend zweimal mit 10 ml Puffer QC (1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 % (v/v) Ethanol, pH 7,0)
gewaschen wurde. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 5 ml Puffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM
TriseHCI, 15 % (v/v) Ethanol, pH 8,5). Zum Eluat wurde das gleiche Volumen Isopropanol gegeben.
Nach 30 min auf Eis wurde die DNA abzentrifugiert (30 min, 2900x g), mit 70 %igem Ethanol (v/v)
gewaschen und in 100 pl TE-Puffer geldst.

e Isolierung von Plasmid-DNA in groBem MaBstab
GrofBe Mengen von Plasmid-DNA wurden unter Verwendung von Qiagen T500-Saulen isoliert.

300 ml Bakterien einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (13000x g, 5 min). Das Pellet wurde in
10 ml Puffer P1 suspendiert, mit 10 ml Puffer P2 versetzt und durchmischt. Danach wurden 10 ml P3-
Lésung hinzugegeben. Das Bakterienlysat wurde fir 30 min auf Eis gestellt und anschlieBend zentri-
fugiert (30 min, 13600x g, 4°C). Der Uberstand wurde durch eine Nylonmembran filtriert. Eine Qiagen
T500-S&ule wurde mit 10 ml Puffer QBT &aquilibriert. Die DNA-L6sung wurde auf die Saule gegeben,
die dann zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen wurde. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit
15 ml Puffer QF. Zum Eluat wurde das gleiche Volumen Isopropanol gegeben. Nach 30 min auf Eis
wurde die DNA abzentrifugiert (30 min, 13600x g, 4°C), mit 70 %igem Ethanol (v/v) gewaschen und in
200 pl TE-Puffer geldst.

e Isolierung von RNA

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Total RNA Kits von Quiagen (Hilden) nach deren Protokoll
durchgefiihrt.
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7.2.2.2 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen
e Deproteinierung durch Phenolisierung
Mit Proteinen verunreinigte DNA-Préparationen kdnnen durch eine Phenolextraktion gereinigt werden.

Zur wassrigen DNA-Lésung wurde dasselbe Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1/v:vv) gegeben, geschittelt und anschlieBend abzentrifugiert (1 Minute, 13600x g, RT). Die
obere, wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Oberfihrt und erneut mit Phenol extrahiert.
AnschlieBend wurden Phenolreste durch zweimalige Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1/v:v) entfernt.

e Konzentrierung von DNA durch Alkoholféllung

Nach Zugabe von Ethanol oder Isopropanol zu einer DNA-L&sung bildet sich in Anwesenheit von
einwertigen Kationen ein DNA-Prazipitat, das sich durch Zentrifugation pelletieren IaBt.

Zu einer DNA-L6sung wurde 1/10x Volumen einer 3 M Natriumacetatlésung, pH 5,2, gegeben.
Entweder wurde das 2,5-fache Volumen Ethanol oder das einfache Volumen Isopropanol hinzugefiigt.
Nach zehnmindtiger Inkubation bei -70°C wurde zentrifugiert (10 min, 4°C, 13600x g, 4°C), das Pellet
zweimal mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen, getrocknet und anschlieBend in TE-Puffer oder Wasser
aufgenommen.

e |solierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Die DNA wurde nach einer Restriktionsspaltung in einem einprozentigen "low-melting-point"-
Agarosegel in TE-Puffer mit 0,5 mg/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt. Auf dem UV-
Leuchttisch wurde bei einer Wellenlange von 315 nm die gewiinschte DNA-Bande ausgeschnitten und
mit dem GeneClean lI-Kit (La Jolla, USA) gereinigt. AnschlieBend wurde die DNA mit Ethanol gefallt

und in TE- aufgenommen.

e Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm (ODyg0)
gemessen. Die Konzentration einer Lésung mit doppelstrangiger DNA berechnet sich nach folgender
Formel:

ODgg x Verdinnungsfaktor x 50 = DNA-Konzentration [mg DNA/ml].

Die Konzentration einer Losung mit einzelstrangiger DNA berechnet sich nach der folgenden Formel:
ODgg x Verdinnungsfaktor x 40 = DNA-Konzentration [mg DNA/ml].

Die Konzentration einer Losung mit RNA berechnet sich nach der folgenden Formel:

ODgg x Verdinnungsfaktor x 33 = RNA-Konzentration [mg RNA/ml].

Die Molaritat einer Losung mit Oligonukleotiden 1aBt sich nach der folgenden Formel berechnen:
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ODygo/(Anzahl der Nukleotide des Oligonukleotids x 10) = Oligonukleotidkonzentration [mmol/ml].

Zusétzlich wurde jeweils die Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm (OD,gg) bestimmt. Das
Verhaltnis der optischen Dichten (OD.s0/ODogo) erlaubt eine Aussage Uber die Verunreinigung der
Lésung mit Proteinen oder Phenolresten. Bei einem Quotienten von 1,8 bis 2,0 ist die
Nukleinsaurelésung hinreichend rein und kann fir gentechnologische Untersuchungen eingesetzt

werden.

e Konzentrationsbestimmung durch Vergleich mit Lésungen definierter Konzentration

Ein Aliquot der zu untersuchenden Lésung wurde im Agarosegel mit 0,5 mg/ml Ethidiumbromid parallel
zu Proben mit einer definierten DNA-Menge analysiert. Durch Vergleich der Fluoreszenzintensitaten
auf dem Leuchttisch bei einer Wellenlange von 315 nm konnte die Konzentration abgeschétzt werden.

7.2.23 Synthese des ersten cDNA-Stranges (Reverse Transkription, RT)

Die Erststrang-cDNA-Synthese wurde nach der Anleitung des Gene Amp RNA PCR Core Kits von
Perikin Elmer (Weiterstadt) mit Hlife von Random-Primern und der Moloney Murine Leukemia Virus
Reversen Transkriptase (50 U/Ansatz) gemacht. Die Gesamt-RNA (1 mg) wurde im Reaktionsansatz
45 min bei 42°C inkubiert und anschlieBend 5 min bei 95°C Hitze-inaktiviert.

7.2.2.4 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Aliquots von 10 pl cDNA (Aquivalent von 500 ng Gesamt-RNA) wurden in 50 pl Endvolumen mit dem
Gene Amp Kit RNA PCR Kit (Perikin EImer, Weiterstadt) amplifiziert. Die Proben wurden mit 100 ul
Mineral®l Uberschichtet und 2 min bei 95°C, 50 s bei 55°C und 1 min bei 72°C, gefolgt von 33 Zyklen
fir 35 s bei 95°C, 50 s bei 55°C und 1 min bei 72°C, amplifiziert. Der letzte Zyklus bestand aus 35 s
bei 95°C, 50 s bei 55°C und 7 min bei 72°C, um die Reaktion abzuschlieBen. Die PCR wurde in einem
automatischen DNA Thermal Cycler (Stratagene, Heidelberg) in Gegenwart von 0,2 pmol eines
Forward (F)- und eines Reverse (R)-Primers durchgefiihrt (Primer: s. Kapitel 7.1.6.1). Alle PCR-
Reaktionen wurden elektrophoretisch auf 2% Agarosegelen aufgetrennt und die Banden mit
Ethidiumbromid angefarbt. Die Identitat jeder Bande wurde durch Sequenzierung mit dem "ABI PRISM
dye terminator cycle sequencing ready reaction kit FS" und dem 373A DNA Sequnzierer (Perkin

Elmer) Uberpruft.

7.2.2.5 Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsauren
e Agarosegele zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden TBE- oder TAE-Agarosegele benutzt. Je nach GréBe
der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurde die Agarose in einer Konzentration von 0,7 % bis 2 %
eingesetzt.

Die Agarose wurde in TBE- bzw. TAE-Puffer im Mikrowellenofen erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf ca.

55°C wurde Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml hinzugegeben. Das Gel



7 Experimenteller Teil 118

wurde in einen waagerechten Gelschlitten gegossen, und ein Kamm wurde zur Formung der Taschen
eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen gefillt. Die
Elektrophorese erfolgte in TBE-Laufpuffer fir 1-12h bei 2-8 V/cm. Die durch interkaliertes
Ethidiumbromid sichtbar gemachten Nukleinsduren wurden unter UV-Licht (315 nm) fotografiert (Sony
Video Graphic Printer Device). Der Logarithmus des Molekulargewichts linearer DNA-Fragmente ist
umgekehrt proportional ihrer Wandergeschwindigkeit im elektrischen Feld. Die Lange unbekannter
DNA-Fragmente konnte so durch den Vergleich mit der Wanderstrecke bekannter DNA-Fragmente
(DNA-Marker), die parallel dazu aufgetrennt wurden, ermittelt werden.

7.2.2.6 Gentechnologische Methoden
e Restriktionsspaltungen von DNA

Je nach Enzym wurden die Reaktionsbedingungen durch Einsatz der 10-fachen Verdlinnung des
jeweiligen vom Hersteller (AGS, Heidelberg) empfohlenen Reaktionspuffers eingestellt. Fir
Restriktionsspaltungen im analytischen MaBstab wurde die DNA in 10 bis 20 ul gespalten, wobei 1 ug
DNA mit 1-5 U Restriktionsenzym 1-2 h bei 37°C inkubiert wurde. Das Ansatzvolumen fir Spaltungen
im praparativen MaBstab richtete sich nach der Menge der eingesetzten DNA (Endkonzentration: 0,1-
0,2 mg/ml). Sollte noch eine RNAse-Behandlung durchgefihrt werden, so wurde nach der Spaltung
1/10x Volumen einer RNAseA-Lésung (2 mg/ml) hinzugegeben und 15 min bei 37 °C inkubiert. Vor der
Gelelektrophorese wurde 1/5x Volumen des Auftragepuffers zum Spaltungsansatz hinzugeflgt.

e Dephosphorylierung von DNA

Soll linearisierte Vektor-DNA fiir eine Ligation eingesetzt werden, so kénnen die endstandigen
Phosphatgruppen durch eine Phosphatase abgespalten werden, um eine intramolekulare Religierung
des Vektors im Ligationsansatz zu verhindern. Replikationsfahige DNA-Molekile entstehen nur dann,
wenn Insertions-DNA mit endsténdigen Phosphat-Gruppen zwischen die beiden dephosphorylierten

Vektor-Enden ligiert wird. Dadurch kann eine héhere Klonierungseffizienz erreicht werden.

1 g linearisierte Vektor-DNA wurde mit 5 pl 10x Dephosphorylierungspuffer (10 mM TriseHCI, pH 8,0)
und ddH,O auf 50 pl aufgefullt. 75 U des Enzyms BAP (bacterial alkaline phosphatase) oder SAP
(shrimp alkaline phosphatase) wurden hinzugegeben und 30 min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Gelelektrophorese in einem 1x TAE-Agarosegel und eine Reinigung mit dem GeneClean
[I-Kit (La Jolla, USA).

e Ligationen

T4-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbriicken zwischen dem 3'-OH- und 5'-Phosphat-
Ende doppelstrangiger DNA-Molekdle in Gegenwart von ATP.
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Vektor-DNA (0,05 bis 0,1 pMol) wurde mit der zu inserierenden DNA gemischt, so daB eine etwa
zweifach héhere Konzentration der Insertions-DNA vorlag. Durch Zugabe von 5-fach konzentriertem
Ligationspuffer wurden folgende Reaktionsbedingungen hergestellt: 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM
ATP, 5 % (w/v) Polyethylenglykol-8000 und 50 mM Tris*HCI, pH 7,6. Nach Zugabe von 1 U T4-DNA-
Ligase wurde das Reaktionsgemisch in einem Volumen von 5-10 ul Gber Nacht bei 16 °C inkubiert.

7.2.2.7 Herstellung von gentechnologisch veranderten Organismen
e Transformation "kompetenter" Bakterien

Tiefgefrorene, "kompetente" Bakterien (200 ul) wurden auf Eis aufgetaut. Eine 0,02 bis 0,05 pMol
Plasmid-DNA wurde in einem Hdchstvolumen von 5 pl zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde dann in einem Wasserbad 120 s auf 42°C erwarmt und anschlieBend
2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 600 pl LB-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Ansatze auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht
bei 37°C inkubiert.

7.2.2.8 cDNA-Klonierung von Caspase-8

Die Sequenzen, die von den charakterisierten Peptiden erhalten wurden, konnten zur Datenbanksuche
eingesetzt werden. In der privaten Human Genome Sciences Datenbank wurde ein Klon mit Namen
HHFHY89 gefunden, der das gesamte offene Leseraster ("open reading frame", ORF) besal. Dies
wurde durch automatische und manuelle Sequenzierung Utberpriift. Zusatzlich wurde die cDNA-Bank,
die aus Poly(A)*-RNA von Endothelzellen aus humanen Nabelschnur-Venen stammt und die in den
pcDNA1-Vektor  kloniert wurde  (Invitrogen), mit einem  *P-markierten  BamHlI-Xhol
Restriktionsfragment des HHFHY89-Klons (Sambrock, 1989) durchsucht. Die DNA-Sequenzanalyse
der hybridisierten Klone bestatigte die Orginalsequenz.

Diese Arbeit wurde in den Laboren von V. Dixit und von Human Genome Sciences durchgefihrt.

7.2.3 Zellbiologische Methoden

7.2.3.1 Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden wahrend der Markierung auf Eis gehalten und samtliche Zentrifugationen bei 4°C
durchgefihrt. 1x10°® Zellen pro Ansatz wurden abzentrifugiert (7 min, 200x g) und anschlieBend in 100
w PBS, das 5% FKS, 0,1% (w/v) Natriumazid und 1 pug/ml Erstantikérper oder Kontrollantikérper
enthielt, aufgenommen. Die Zellen wurden 20 min inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBS (5 %
FKS, 0,1 % (w/v) Natriumazid) gewaschen. Die Farbung der Zellen erfolgte mit einem FITC- oder
Phycoerythrin-konjugierten, spezifischen Zweitantikérper (1:50 verdiinnt, 50 ul/Ansatz) 20 min lang.
Nach zweimaligem Waschen wurde das Zellpellet in 400 ul PBS mit 5% FKS und 0,1% (w/v)
Natriumazid aufgenommen und gut resuspendiert. Wurde die Fluoreszenz der Zellen erst am

folgenden Tag untersucht, erfolgte eine Fixierung der Zellen durch Zugabe von Formaldehyd
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(Endkonzentration: 1% (w/v)). Die Analyse erfolgte in einem FluoreszenzdurchfluBzytometer
(FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg).

7.2.3.2 Biotinylierung von Oberflachenmolekiilen auf Zellen

Durch Anh&ngen von Biotingruppen an Lysinreste von Proteinen kdnnen diese einer anschlieBenden
Detektion durch Streptavidin zuganglich gemacht werden. Dabei |48t sich die starke Affinitdt von
Streptavidin zu Biotin nutzen. Zuséatzlich ist es eine Mdglichkeit, ausschlieBlich Oberflachenmolekile
zu markieren, da Biotin nicht membrangangig ist. Eine Interferenz der Markierung mit der Erkennung
durch Antikérper wird durch einen Abstandhalter erreicht, der zwischen Biotin und der lysinreaktiven

Gruppe eingeflgt ist.

Hierzu wurden die Zellen einmal mit HBS oder PBS gewaschen und 1x10” Zellen in 1 ml
Biotinylierungspuffer (10 MM Na-Borat, pH 8,8, 150 mM NaCl) resuspendiert. Unmittelbar vorher
wurde das Biotin-X-NHS, in DMSO geldst (10 mg/ml), zur Zellsuspension gegeben (Endkonzentration:
50 pg/ml). Nach 15 min bei Raumtemperatur im Uberkopfriihrer wurde Ammoniumchlorid (ad 10 mM)
zugegeben, um die Reaktion zu stoppen und anschlieBend mit 50 ml Quenchingpuffer (50 mMTris¢HCI
pH 7,4, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM EGTA) gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend lysiert

und weiterverarbeitet.

7.2.3.3 Isolation von DNA-Fragmenten und Darstellung einer DNA-Leiter

2,5x10° Zellen wurden abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und in 120 ul 0,5x TBE/0,25 % (v/v)
NP-40 lysiert. Die RNA wurde durch Inkubation mit 20 pg/ml RNAse H (DNAse-frei) 30 min bei 37°C

verdaut. Nach Inkubation in 1 mg/ml Proteinase K 30 min bei 37°C wurde 5-fach DNA-Probenpuffer

zugefugt und die Probe in einem 1,2 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt.

7.2.3.4 Zytotoxizitatstest

Der Test beruht auf dem Zellzahl-abhangigen Umsatz des Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-Bromid) [Mosmann, 1983].

Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase wurden mit frischem Kulturmedium auf 1x10° Zellen/m
eingestellt. Jeweils 2x10* Zellen wurden in 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatten gegeben und Uber
Nacht kultiviert. Danach wurden 100 pl von seriellen Verdinnungen der Stimuli (anti-APO-1 oder
F1123c) zugegeben. Das Endvolumen eines Ansatzes betrug 200 pl/Loch. Die Zellen wurden bei 37°C
im Inkubator bebritet. Vor Abbruch der Mikrokulturen wurden die Platten mikroskopisch betrachtet.
Dabei korrelierte die spater gemessene Inhibition des MTT-Umsatzes mit den fir Apoptose
charakteristischen morphologischen Zellverdanderungen. Wahrend der letzten vier oder sechs Stunden
wurden 25 ul MTT (5 mg/ml in PBS) zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl
HCI/SDS-Lésung (0,01 N HCI, 20 % (w/v) SDS) abgebrochen. Zum Auflésen der Farbstoffkristalle
wurden die Ansatze mehr als 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Alle Proben wurden in Triplikaten ange-

setzt.
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7.2.3.5 Messung apoptotischer Zellen nach der Methode von Nicoletti

Diese Messung beruht auf dem Verlust kleiner DNA-Fragmente wahrend der Apoptose von Zellen.
Durch Einlagerung von Propidiumiodid in die verbleibende DNA kann diese unter UV-Einstrahlung
sichtbar gemacht und im FluoreszenzdurchfluBzytometer quantifiziert werden. Kerne apoptotischer
Zellen zeigen einen subdiploiden Gehalt an DNA (Nicoletti et al., 1991).

1x10° Zellen einer exponentiell wachsenden Kultur wurden 16 Stunden in einer Konzentration von
1x10° Zellen/ml mit PBS oder anti-APO-1 bei 37°C kultiviert. Die Inhibition der Caspasen wurde durch
Vorinkubation der Zellen von 30 min mit 10 uM von zVAD-fmk, zDEVD-fmk oder zIETD-fmk getestet.
Vor Abbruch der Inkubation wurden die Platten im Mikroskop auf apoptotische Zellen kontrolliert. Die
Zellen wurden geerntet, abzentrifugiert (1300x g, 5 min), einmal mit PBS gewaschen und in 100 pl
Propidiumiodidlésung (50 pg/ml in 0,1 % (w/v) Natriumcitrat, 0,1 % (v/v) Triton X-100) lysiert. Nach
achtstiindiger Inkubation bei 4°C (im Dunkeln!) wurde der DNA-Gehalt von 1x10* Kernen pro Probe im
FluoreszenzdurchfluBzytometer (Becton Dickinson) gemessen.

7.2.4 Proteinchemische Methoden

7.2.41 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Ladung wurde die isoelektrische Fokussierung durchgefihrt.
Dazu wurden Acrylamidzylindergele mit einem Durchmesser von 2,3 mm und einer Lange von 250 mm

gegossen. Fir finf Gele wurde folgender Ansatz gewahilt:

IEF-Gele

409 Harnstoff

0,933 ml IEF-Acrylamidldsung (28,38 % (w/v) Acrylamid,
1,62 % (w/v) Bis-acrylamid)

1,225 ml ddH,0

0,193 ml Ampholin Serva, pH 5,0 - 7,0

0,193 ml Ampholin LKB, pH 5,0 - 7,0

0,140 ml Ampholin LKB, pH 3,5- 10,0

1,4 ml 10 % (v/v) NP-40

4,9 ml TEMED

7,0 ml 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat.

Vor der Zugabe von Ammoniumpersulfat und TEMED wurde die Gelldsung entgast. Die
Polymerisierung benétigte wenigstens zwei Stunden. Danach wurden in der IEF-Kammer unten 10 mM

H3;PO, und oben grindlich entgaste 20 mM Natronlauge vorgelegt. Die Gele wurden gespult und mit je



7 Experimenteller Teil 122

10 ml Uberschichtungspuffer (8 M Harnstoff, 1 % (v/v) Ampholin LKB pH 5,0 - 7,0, 5 % (v/v) NP-40,
10 mM DTT) dberschichtet. Der Vorlauf erfolgte bei konstantem Strom von 0,33 mA/Gel, bis eine
Spannung von 1200V erreicht wurde. Dann wurden die Proben in zehnfachem Volumen IEF-
Probenpuffer (9,8 M Harnstoff, 2% (v/v) Ampholin LKB pH 5,0-7,0, 4 % (v/v) NP-40, 100 mM DTT)
aufgenommen. Dabei betrug das maximale Volumen 200 pl. Matrixgebundene Proben wurden 30 min
bei RT geschittelt. Die so vorbereiteten Proben wurden auf die Zylindergele gegeben und mit 10 pl
Uberschichtungspuffer tiberschichtet. Der Lauf erfolgte bei 1200 V18 bis 20 Stunden lang. Durch
Wasserdruck wurden die Gele dann aus den Zylindern gepreBt und 5 min in 3 ml Aquilibrierungspuffer
(0,06 M TriseHCI, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 50 mM DTT, 10 % (w/v) Glycerin) inkubiert. Die Gele wurden
direkt fur eine Auftrennung in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) verwendet oder bei -80°C

aufbewahrt.

7.24.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Proteine wurden in diskontinuierlichen SDS-PAGE-Gelen (Laemmli, 1970) mit 7,5-15 % (w/v)
Acrylamid-Trenngel und einem 5 % (w/v) Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. Die Gele hatten folgende

Dimensionen:
Sammelgel: 233 mmx 12 -27 mm x 1,5 mm
Trenngel: 233 mm x 2083 mm x 1,5 mm.

Folgende Stammlésungen wurden verwendet:

30 % (w/v) Acrylamid-Stammlésung

29,2 % (wW/v) Acrylsdureamid

0,8 % (w/v) Bisacrylamid

SDS-Auftragspuffer

20 % (w/v) Glycerin

60 mM TriseHCI, pH 6,8
3 % (V/V) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Reduzierendem Probenpuffer wurde B-Mercaptoethanol in einer Konzentration von 5 % zugefigt.

Ammoniumpersulfat-Lésung

10% (W/v) Ammoniumpersulfat

Laufpuffer
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0,25 M Tris-Base

1,9 M Glycin

4-fach Sammelgelpuffer

0,5M Tris*HCI, pH 6,8

0,4 % (W/v) SDS

4-fach Trenngelpuffer
1,5M TriseHCI, pH 8,8

0,4 % (w/v) SDS

Fixier- und Entfarbelésung

20 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

Die Acrylamid- und Ammoniumpersulfatidsungen wurden bei 4°C, die Ubrigen Stammidsungen bei
Raumtemperatur gelagert.

Aus den Stammlésungen wurden die Gelmischungen hergestellt. Sie enthielten:

Sammelgel Trenngel
Acrylamid 7,5-15 % (w/v) 5 % (w/v)
TriseHCI, pH 6,8 0,24 M -
TriseHCI, pH 8,8 - 0,375 M
SDS 0,1 % (w/v) 0,1 % (w/v)
Ammoniumpersulfat 0,1 % (W/v) 0,025 % (w/v)

Die Polymerisation wurde durch die Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED gestartet und die
polymerisierende Lésung sofort verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem GieBen mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde der Alkohol durch Spilen mit
Wasser entfernt, die Geloberflache durch Tupfen mit Filterpapier getrocknet und das Sammelgel
gegossen. Nach der Polymerisation (10 min) wurden die Gele beladen. Proteinlésungen wurden mit
dem mindestens zweifachen Volumen SDS-Auftragspuffer versetzt und 3 min bei 95°C inkubiert.
Zylindergele aus der isoelektrischen Fokussierung wurden auf die Sammelgele gelegt und mit
Agaroseldsung (0,169M TrissHCI, pH 8,8, 0,9 % (w/v) SDS, 9 % Glycerin, 1 % (w/v) Agarose, 0,01 %
(w/v) Bromphenolblau) fixiert, die zuvor durch Aufkochen geldst und mit DTT (Endkonzentration
50 mM) versetzt wurde.
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Die Gele wurden entweder angefarbt oder bei radioaktiven Proben amplifiziert (Amplify, Amersham),

getrocknet und autoradiographiert.

7.243 Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen
e Farbung mit Coomassie Birilliant Blau

Nach Auftrennung der Proteine im SDS-PAGE wurden die Gele zurechtgeschnitten und durch
Schwenken in der Farbelésung (0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250, 45,4 % (v/v) Methanol,
9,2 % (v/v) Essigsdure) durchgefarbt. Nach Waschen mit Wasser wurde das Gel in Fixierldsung

entfarbt, so daB die Proteine auf Grund ihrer héheren Affinitat zum Farbstoff sichtbar wurden.

e Farbung der Proteine mit elementarem Silber

Durch die Anlagerung von Silbernitrat an die im Gel vorhandenen Proteine und die anschlieBende

Reduktion zu elementarem Silber wurden diese sichtbar gemacht.

Dazu wurde das Gel eine Stunde fixiert (50 % Methanol, 5 % Essigsaure), 10 min in 50 % Methanol
und 10 min in destilliertem Wasser geschwenkt. Danach wurde das Gel 5 min in 0,0123 % (w/v)
Natriumthiosulfatldsung inkubiert, dreimal kurz mit Wasser gewaschen und 40 min in der
Silbernitratlésung (0,2 % (w/v) Silbernitrat) bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser
wurde das Gel in Entwickler (6,024 % (w/v) Na,COs, 0,018 % (v/v) Formaldehyd) gegeben, bis die
Proteine als schwarzbraune Banden oder Flecken sichtbar wurden. Die Entwicklung wurde durch

Waschen mit Wasser und anschlieBender Inkubation in Fixierer (5 % Essigsaure) abgebrochen.

Zu stark entwickelte Gele wurden mit 0,5 % (w/v) Natriumthiosulfatlésung entféarbt.

7.2.4.4 Western-Blot

Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamidgelen auf Membranen wurde ein "Semidry"-Verfahren
eingesetzt. Dazu wurden die Graphitelektroden der Blotkammer (Pharmacia, Freiburg) mit
Transferpuffer (2,93 g/l Glycin, 0,375 g/l SDS, 5,81 g/l Tris-Base, 20 % Methanol) befeuchtet. Darauf
wurden sechs Lagen mit Transferpuffer befeuchtete Filterpapiere, anschlieBend die befeuchtete
Hybond-ECL-Membran B (Amersham-Buchler, Braunschweig), das Gel und sechs Lagen befeuchtete
Filterpapiere gebracht. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/cm® 120 min lang bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation 16 Stunden mit 5% (w/v)
Milchpulver in PBS bei 4°C abgesattigt. Der Blot wurde dreimal mit PBS/Tween (0,05 % (w/v) Tween-
20 in PBS) gewaschen. Der Primé&rantikérper wurde in PBS/Tween verdinnt (Hybridomiberstand: 1:5-
Verdinnung und aufgereinigte Antikérper: 0,1-1,0 pg/ml) und der Blot unter Schiitteln 90 min bei 25°C
mit dem Antikdrper inkubiert. Danach wurde sechsmal je 5 min mit PBS/Tween gewaschen.
AnschlieBend wurde im in PBS/Tween verdinnten Peroxidase-konjugierten Sekundarantikdrper
(Verdinnung nach Herstellerangaben) 60 min bei 16°C unter Schitteln inkubiert und sechsmal je
5min mit PBS/Tween gewaschen. Gleiche Teile der Detektionsreagenzien A und B (ECL-Kit,
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Amersham-Buchler, Braunschweig) wurden gemischt, der Blot darin eine Minute inkubiert und auf

Roéntgenfilmen exponiert.

e Detektion von monomerem und aggregiertem CD95 durch Western-Blot

CD95 wurde aus 107 unmarkierten Zellen durch Zugabe von 2 pg/ml anti-APO-1 (IgG3) 5 min bei 37°C
vor der Lyse oder durch Zugabe von 10 ug anti-APO-1 kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose CL-4B
oder 30 ul Protein A-Sepharose CL-4B nach der Lyse immunpréazipitiert (vgl. Kapitel 7.2.4.7). Das
Immunpréazipitat wurde durch 10 % SDS-PADE aufgetrennt, geblottet, die Membran geblockt,
gewaschen und mit biotinyliertem anti-APO-1 (1:5000), wie in Peter et al. (1995a) beschrieben,
inkubiert. Der Blot wurde nach dem Waschen mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex (1:3000;
Amersham) anstatt mit einem Zweitantikérper behandelt. Nach erneutem Waschen wurde der Blot mit
der ECL-Methode entwickelt.

7.24.5 Kopplung von Antikérpern an Bromcyan-aktivierte Sepharose (kovalent gekoppelter

Antikorper)

Der zu koppelnde Antikérper wurde nach Angaben des Herstellers (Pharmacia, Freiburg) mit der
gequollenen, mit 1 M HCI gewaschenen Bromcyan-aktivierten Sepharose CL-4B in 0,1 NaHCOs,
pH 8,3; 0,5 M NaCl bei 4°C im UberkopfrUhrer 16 Stunden inkubiert (5-10 mg Protein/ml Gelmatrix).
Nach funfmaligem Waschen mit Kopplungspuffer wurden noch freie, reaktive Gruppen 2 Stunden
durch Inkubation in 0,1 M TriseHCI pH 8,0 abgeblockt. Danach wurde die Matrix fiinfmal abwechselnd
mit 0,1 M Natriumacetat, pH 4,0, 0,5 M NaCl und 0,1 M TrisHCI, pH 8,0, 0,5 M NaCl gewaschen.

7.2.4.6 Produktion und Préparation von Fusionsproteinen

Der CD95zT sowie die hergestellten Mutanten wurden mit Hilfe von Bakterien produziert. Dazu wurden
die mit Isopropyl-thiogalactosid (IPTG) inkubierten Bakterien lysiert und die Proteine mit Hilfe von
250 mM Guanidinhydrochlorid (GusHCI) extrahiert. Der CD95zT konnte durch das zusatzliche, N-
terminale Histidin-Hexapeptid, welches stark mit Nickel komplexiert, mittels Prazipitation gereinigt

werden.

e Induktion der Expression

Eine Ubernachtkultur von Bakterien wurde mit der zehnfachen Menge an LB-Medium (mit 150 ug/ml
Ampicillin, 25 ug/ml Kanamycin) verdinnt und im Schittler 12 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
ODgoonm der Kultur wurde bestimmt und auf 0,7-0,8 eingestellt. Nach Erwarmung der Kultur auf 37°C
wurde IPTG bis zur Konzentration von 0,5 mM zugefiigt und 4-6 Stunden inkubiert. Die Induktion
wurde durch Auftrennung des Bakterienlysats in einem 15%-SDS-PAGE und anschlieBender Farbung

mit Coomassie Brilliant Blau Uberpriift. Die Bakterien wurden dann weiterverarbeitet.

e Lyse der Bakterien und Extraktion der Proteine
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Die induzierten Bakterien wurden abzentrifugiert (10000x g; 15 min) und in Lysepuffer in einer
Konzentration von 0,4 g/ml vollig resuspendiert (1,5 M TriseHCI, pH 7,6; 10 mM B-Mercaptoethanol;
10 uM PMSF; 1x SPI; 1 mM NaNj3; bzw. 0.1 % (w/v); 1 mM EDTA, pH 7,5). Nach 5 min Inkubation im
Uberkopfrithrer bei RT wurde Lysozym bis zu einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml zugefiigt und
weitere 10 min gerGhrt. Durch Zugabe von Desoxycholat (Endkonzentration: 0,16 % (w/v)) wurden die
Bakterien lysiert und etwa 10 min gerihrt, bis die Lésung viskos wurde. Die austretende DNA wurde
durch DNAse-Verdau (0,01 mg/ml; 10 mM MgCl,) gespalten und die Bakterienmembranen in der nun
dinnflissigen Lésung 30 min bei mindestens 15300x g in einer gekihlten Zentrifuge pelletiert.

Das Pellet wurde in einer Extraktionslésung (250 mM Gu<HCI; 0,01 M TriseHCI, pH 8,0; 0,1 M NaP

pH 8,0) resuspendiert und eingefroren.

Nach dem Auftauen wurde die Lésung eine Stunde im Uberkopfriihrer bei Raumtemperatur geriihrt

und unlésliche Bestandteile 30 min bei 15300x g in einer gekihlten Zentrifuge abzentrifugiert.

e Reinigung der Fusionsproteine

Zurklaren Extraktionsldsung wurde mit PBS gewaschene Ni**-NTA-Agarose gegeben und zwei
Stunden bei 4°C im Uberkopfriihrer inkubiert. Um eine Sattigung der Gelmatrix zu gewahrleisten,
wurde dies wiederholt, bis eine Abnahme der Proteinbande, die dem zytoplasmatischen Teil

entsprach, im SDS-PAGE festgestellt werden konnte.

Der erhaltene immobilisierte CD95zT wurde zweimal mit Waschpuffer (1 M NaCl; 10 % (w/v) Glycerol;
50 mM Natriumphosphat, pH 6,0; 1 % (v/v) Triton X-100; 25 mM Imidazol) gewaschen und in PBS (mit
1 mM PMFS; 1 mM Natriumorthovanadat; 1x SPI) bei 4°C aufbewahrt.

7.24.7 Metabolische Markierung, Imnmunprazipitation und DISC-Analyse

Fiir die radioaktive metabolische Markierung wurden 3x10” Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
60 min bei 37°C in 15 ml RPMI-1640 ohne Met und Cys inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 mCi
[*S]Met/[**S]Cys (**S-Translabel, ICN, Meckenheim) wurde weitere 20-24 h bei 37°C inkubiert. Die
Inhibition der Caspasen wurde durch Vorinkubation der Zellen von 30 min mit 10 uM von zVAD-fmk
getestet. Zur Stimulation wurden die Zellen mit 2 ug/ml anti-APO-1 i.d.R. 5 min behandelt, bzw. wie in
den Abbildungen angegeben. Dann wurde die Reaktion mit Trockeneis/Isopropanol gestoppt. Alle
Arbeiten wurden anschlieBend bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen
und in 1000 pl Lysepuffer 20 min lysiert.

Lysepuffer
1% Triton X-100, Brij-58 oder NP-40
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
1x SPI (s. Kapitel 7.1.2)

30 mM TriseHCI, pH 7,5
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150 mM NaCl
10 % (V/v) Glycerin

Zellkerne wurden durch Zentrifugation abgetrennt (12500x g, 15 min). Die unspezifischen Bindungen
wurden durch 10 pg FlI23c mAk, kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose CL-4B gekoppelt (Pharmacia,
Freiburg), reduziert. Zu den unstimulierten Zellen wurden 10 ug anti-APO-1 gegeben und mit 30 pl
Protein A-Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Schweden) 1-3 h bei 4°C prézipitiert. Die gleichen
Bedingungen wurden fiir die stimulierte Situation verwendet, jedoch ohne Zugabe von anti-APO-1
nach der Lyse. S&mtliche anderen IPs wurden ebenfalls nach dem gleichen Schema durchgefthrt
(jeweils 20 ug Ak gekoppelt an 30 ul Protein A-Sepharose CL-4B mit entsprechender, vorhergehender
Kontroll-IP), wobei fur die IP des TfR anti-lgG1-Agarose (Sigma, Deisenhofen) sowohl als Kontroll-IP
als auch zur IP mit anti-TfR Ak benutzt wurde. Fir die IP von FADD und aktive Caspase-8-
Untereinheiten wurden die Zellen in 100 pl Lysepuffer mit NP-40 lysiert. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand mit 0,5% SDS 3 min bei 95°C erhitzt und nach Zugabe von weiteren 900 ul Lysebuffer lieB
sich FADD mit dem 20 ug FO1 Ak und Caspase-8 mit 20 ug R2 gekoppelt an 30 ul Protein A-
Sepharose CL-4B immunprazipitieren. Ebenfalls unter denaturierenden Bedingungen konnte mit
CD95zT gekoppelt an Ni#*-NTA-Agarose in Lysaten von unstimulierten Zellen prézipitier werden .
Durch Zentrifugation (30 Sekunden, 1300x g) wurde ein Prazipitat erhalten, das sechsmal mit dem

Lysepuffer gewaschen wurde.

Zur RelP wurde das gewaschene Immunpréazipitat in 100 pl Lysepuffer mit zusétzlich 1 % (w/v) SDS 5
min bei 95°C inkubiert, auf Eis geklhlt und nach Zugabe des 10-fachen Volumens Lysepuffer in einer
weiteren IP verwendet.

Das (Immun)-Prazipitat wurde entweder zweidimensional (s. Kapitel 7.2.4.1) oder eindimensional nach
Erhitzen in reduzierenden SDS-Auftragspuffer (vgl. Kapitel 7.2.4.2) gelelektrophoretisch aufgetrennt
und analysiert.

Die Proteinsequenzanalyse zur Bestimmung der pls und molekularen Massen der Caspase-8-
Fragmente wurde mit dem Protean-Modul der Lasergene-Software (DNAstar, Madison, WI, USA)
durchgefiihrt.

7.24.8 Praparation von CAP3 und 4 zum Sequenzieren

Die K50-Zellinie wurde in 5 | RPMI-Medium bis zu einer Dichte von 2,8x10° Zellen/ml hochgezogen.
Die Zellen (1,4x10'®) wurden in 100 ml Medium mit 10 pg/ml anti-APO-1 (IgG3) 10 min bei 37°C
stimuliert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen auf Eis 30 min mit 50 ml Lysepuffer
mit 1 % Triton X-100 (s. Kapitel 7.2.4.7) lysiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der
Uberstand mit 400 pg Fll 23 mAk, gekoppelt an CNBr-aktivierte Sepharose CL-4B, von Proteinen, die
unspezifisch an IgG3 Ak und Sepharose binden, befreit (24 h). Der DISC wurde dann mit 200 ul einer
50 9%igen Suspension von Protein A-Sepharose immunprazipitiert. Nach 12 h wurde das

Immunprazipitat finfmal mit Lysepuffer gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden im IEF-



7 Experimenteller Teil 128

Probenpuffer (s. Kapitel 7.2.4.1) aufgenommen und zweidimensional aufgetrennt. Fir die zweite
Dimension wurde ein 1 mm dickes, 10 %iges Gel verwendet. Die Proteine wurden mit Silber angefarbt
(s. Kapitel 7.2.4.3). Die Identitdt der silbergefarbten CAP3 und 4 konnten in einem parallelen
Experiment, im unmarkiertes und markiertes Protein auf dem gleichen Gel aufgetrennt, dann zuerst

mit Silber angefarbt und anschlieBend getrocknet und autoradiographiert wurde, bestatigt werden.

7.2.4.9 In vitro -Translation und in vitro-Spaltungsexperiment

Die Caspase-8 wurde in vitro mit dem T7-Polymerase-Retikulat-Lysat-System (TNT, Promega)
translatiert. Das in vitro-Spaltungsexperiment wird nachfolgend beschrieben. Der CD95-DISC wurde
von 5x10” unmarkierten Zellen immunprézipitiert (vgl. Kapitel 7.2.4.7). Dann wurde das
Immunpréazipitat in 50ul Reaktionspuffer (50 mM HEPES, pH 7,4; 100mM Dithiothreitol und 20 %
Saccharose) 24h bei 4°C, wenn nicht anders im Ergebnisteil erwahnt, mit entweder in vitro-
translatierter Caspase-8 allein oder mit 300 ng rekombinatem PARP (rPARP) (freundlicherweise von
Dr. G. De Murcia (Universitdt von Strasbourg, Frankreich) zur Verfligung gestellt)) inkubiert. Die
Ansatze lieBen sich auf 2D-Gelen (IEF/SDS-PAGE) oder mit SDS-PAGE (15%) auftrennen. Die Gele
wurden amplifiziert (Amplify, Amersham), getrocknet und autoradiographiert. Alternativ wurden die
Ansétze mit 10 % SDS-PAGE separiert und ein Western-Blot durchgefihrt.

7.2.4.10 In-Gel-Kinase-Test

Der In-Gel-Kinase-Test wurde durchgefihrt, wie bei Zinck et al. (1995) beschrieben. Es wurden 10°

Zellen pro Bahn aufgetragen. In einigen Fallen wurden Zellen mit 1ug/ml anti-APO-1 bei 37°C mit 10°
Zellen/ml stimuliert. Das PAA-Gel enthielt entweder 40 pg/ml kopolymerisiertes c-Jun (Zinck et al.,
1995), 40 ug/ml kopolymerisiertes Histon H1 (Sigma), 40 pug/ml kopolymerisiertes His-FADD oder kein
kopolymerisiertes Substrat. Fur die Immunprazipitationsexperimente wurden 5 ul des Immunserums
oder des mAk mit 25 ul Protein A-Sepharose CL-40 oder Protein G-Sepharose CL-40 (Pharmacia,
Freiburg) und 400 pg Rinderserumalbumin  (Boehringer, Mannheim) in 500 ul
Gesamtzellextraktionsbuffer vorinkubiert. Dann gab man Gesamtzellextrakt von 2x10° Zellen hinzu
und lieB den Reaktionsansatz Uber Nacht inkubieren. Die IPs wurden finfmal mit 500 ul
Gesamtzellextraktpuffer gewaschen. Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Nachdem der
Uberstand entfernt worden war, konnte man die Proben mit reduzierendem SDS-Probenpuffer 5 min

bei 95°C aufkochen und dann ein Viertel jeder Probe auf eine IGK-Testgel laden.

Gesamtzellextraktpuffer:

1,5 % Triton X-100
10 mM Tris/HCL, pH 7,05

30 mM Natriumpyrophosphat
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50 mM NaCl

5uM ZnCl,

0,5 mM PMSF

0,5 pg/ml Leupeptin

2 ug/ml Aprotinin

0,5 pg/ml Pepstatin

1 U/ml o-Makroglobin
0,5mM Benzamidin

4 mM Naz;VO,

50 mM NaF

20 mM B-Phosphoglycerin
10 mM p-Nitrophenylphosphat
400 nM Okadeinsaure

7.2.5 Sequenzierung von CAP3 und 4 mittels Nano-ES-MS/MS

Die silbergefarbten CAP3- und CAP4-Proteine wurden aus dem Gel geschnitten und mit Trypsin im
Gel verdaut, gefolgt von einem einzigen Reinigungs- und Konzentrierungsschritt (Shevchenko et al.,
1996; Wilm et al, 1996). Der nicht-separierte Proteinmix wurde mit einem Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer API Il (Sciex, Ontario, Canada), ausgertstet mit einer Nano-ES-lonenquelle

(Wilm und Mann, 1996), sequenziert.

Die Sequenzierung wurde von Andrej Shevchenko in der Arbeitsgruppe von Matthias Mann (EMBL,
Heidelberg) durchgefihrt.

7.2.6 Analyse der CAP4-Isoformen mittels Massenspektrometrie

Die Strategie, die fur diese massenspekirometrische Analyse verwendet wurde, ist klrzlich
beschrieben worden (Shevchenko et al, 1996a). Zusammenfassend gesagt: CAP4-Isoformen wurden
aus dem Gel geschnitten, im Gel mit Trypsin verdaut (Shevchenko et al., 1996b). Nach
Ubernachtverdau wurde ein Aliquot der Lésung - dies entspricht 1-2 Volumenprozent des
Gesamtverdaus - mittels MALDI MS analysiert. MALDI Massenspekiren wurden auf einem
modifizierten Bruker REFLEX "time-of-flight" Massenspekirometer (Bruker-Franzen, Bremen), der mit
einem SCOUT MultiprobeneinlaB und einer "gridless delayed" Extraktionsionenquelle ausgestattet
war, aufgenommen (Jensen et al., 1996). Der Rest des tryptischen Verdaus wurde dann aus den
Gelpartikeln extrahiert, eingeengt und mit Nano-ES-MS/MS sequenziert, wie bereits beschrieben

(Wilm et al., 1996). Nano-ES-MS/MS wurde mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer API llI
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(Sciex, Ontario, Canada), ausgerlstet mit einer Nano-ES-lonenquelle (Wilm und Mann, 1996),
durchgefiihrt.

7.2.7 Chromosomale Lokalisierung durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Es wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Peter Lichter (DKFZ, Heidelberg) und Dr.
Petra Kioschis aus der Arbeitsgruppe von Dr. Annemarie Poustka (DKFZ, Heidelberg) Mensch- und
Maus-Caspase-8-Gene durch Fluoreszenz auf Chromosom 2g33-934 und zur Maus-Syntene-Region

auf Chromosom 1 in der Region 1B-proximalC lokalisiert.

Die Isolierung der menschlichen PAC-Klone (LLNLP704A24229; LLNLP704H11233), sowie der drei
Maus-Cosmid-Klone (MPMGc 121:H23227, A1958 und L15272), zwei Maus P1-Klone (1CRFP703:
L2173 und N2173) und zwei Maus cDNA-Klone (mem1 und mem8), geschah in Zusammenarbeit mit
Dr. Kioschis. Die genomischen Klone wurden auf ihre Identitat mit Restriktionsverdau und Southern-
Blots Uberprift und die Maus-cDNA-Klone wurden fast vollstdndig durchsequenziert. Die Konsensus-
Sequenz betrug 1266 bp (flicem1, EMBL Zugangsnummer AJOOQO641).

Die chromosomale Lokalisierung erfolgte durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH), wie
beschrieben (Lichter et al., 1990) in der Arbeitsgruppe von Dr. Lichter. DNAs, die Caspase-8-Gen-
Informationen enthielten, humane PAC ICRFp700A24229 und Maus-Sequenzen (entweder drei
gemischte Cosmid-Klone MPMGc121:H23227, A1958 und L15272 oder zwei kombinierte P1-Klone
ICRFP703:L2173 und N2173), wurden durch Nick-Translation mit Biotin- oder Digoxigenin-
gekoppelten Nucleotiden entsprechend markiert. Metaphase-Chromosomen von menschlichen
peripheren Blutzellkulturen, die durch Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert wurden, und von Maus-
Milzzellen-Kulturen, stimuliert durch Concavalin A und -mercatoethanol (Sawyer et al., 1987), wurden
gemaB dem Standardprotokoll der hypotonischen Behandlung und der Methanol/Essigsaure-Fixierung

vorbereitet.

Fir die Mensch- und Maus-Probencocktails wurden 60ng Biotin, markiert mit DNA, kombiniert mit 3 ug
von Mensch- oder Maus-Cot1-DNA gleichermaBen und 7 pg Lachssperma-DNA in einem
Hybridisierungsvolumen von 10 pl verwendet. Nach einer Hybridisierung bei 37 °C (lber Nacht und nach
Waschungen danach wurde die mit Biotin-markierte Sonde durch Avidin-gekoppelt mit Fluorescin-
Isothiodcyanate (FITC) detektiert, wahrend die mit Digoxigenin-markierte Sonden-DNA durch anti-
Dioxigenin gekoppelt mit Rhodamin nachgewiesen wurde. Die Chromosomen wurden mit 4,6-
Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) angefarbt. Digitalisierte Bilder von FITC-, Rhodamin-
und DAPI-Fluoreszenz wurden mit einer CCD-Kamera (Photometrics) aufgenommen, elektronisch
Uberlagert und sorgfaltig verglichen. Spezifische Hybridisierungssignale wurden auf dem menschlichen
Chromosom 20g33-934 und auf dem Maus-Chromosom 1 im Bereich 1B-proximalC gefunden. Die
Fluoreszenzsignale waren sehr spezifisch, da keine weiteren Signale an anderen Chromosomen
beobachtet wurden. Zur Bestatigung der Maus-Chromosomen wurde eine mit Biotin-markierte
Chromosomen1-Farbsonde (Cambio, Cambridge, UK) mit der Maus-Caspase-8-Sonde kohybridisiert
und mit FITC detektiert.
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