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» 1od, wo ist Dein Sieg? Tod, wo ist Dein Stachel ?*
1. Korinther 15,55

»,Da die menschlische Existenz eine Halluzination ist, welche die sekundére Halluzination von
Tag und Nacht einschlief¥, steht es einem jeden, der seine Sinne beisammen hat, Gbel an, mit
dem illusorischen Unterfangen, die erhabenste Halluzination, die wir kennen, den Tod, zu
begreifen, befaldt zu sein.”

Flann O’ Brien (aus: ,, Der dritte Polizist*)



FiUr Sabine



Das Verfassen der vorliegenden Arbeit stellt einen Abschlufd der zuriickliegenden Jahre dar, den
ich zum Anlal3 nehmen mdchte, mich bei den Personen zu bedanken, die mich in dieser Zeit
begleitet und unterstiitzt haben.

Zuerst mochte ich mich bel meiner Frau Sabine fur ihre Unterstitzung und ihre Geduld
bedanken. Es war sicher nicht immer leicht mit mir in den vergangenen Jahren. Auch meinen
Eltern und meiner Oma, die mich schon im Studium in vielerlei Hinsicht unterstiitzt haben,
danke ich. Ohne sie wirde ich dies hier wohl nicht schreiben.

Herrn Prof. Dr. Peter H. Krammer méchte ich fur die intensive Betreuung in den letzten drei
Jahren danken. DarUber hinaus hat er mir gezeigt, wie wichtig neben dem reinen Forschen auch
die Préasentation der Forschungsergebnisseist. Dankbar bin ich auch Herrn Prof. Dr. W. Muller
fur die Betreuung dieser Arbat innerhalb der Fakultét fur Chemie der Universitdt Hannover.
Ferner danke ich Herrn Prof. Dr. Michael U. Martin, der meinen wissenschaftlichen Werde-
gang schon seit dem Studium beobachtet und geférdert hat. Dartber hinaus sind Frau Dr.
Sabine Kirchhoff und Herr Dr. Marcus E. Peter zu nennen. Nur durch ihre intensive und
kompetente Betreuung konnte ich so viel erreichen.

Diese Arbeit wére nicht moglich gewesen ohne die teils enge Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
Oliver Keppler, Herrn Dr. Michad Pawlita, Herrn Dr. Jiping Zha, Herrn Dr. Stanley
Korsmeyer, Herrn Dr. Tim Holmstréom und Herrn Dr. John Eriksson.

Nicht zuletzt mochte ich adlen Mitarbeitern der Abteilung Krammer fir das gute Arbeitsklima
und ihre Hilfsbereitschaft danken. Insbesondere alen Mitarbeitern der "Signalgruppe” Sven
Baumann, Kerstin Hettler, Kathrin Kappes, Dr. Frank Kischkel, Andreas Krueger, Wolfgang
Miller, Therese Panek, Dr. Carsten Scaffidi, Olaf Schickling, Thorsten Sebens, Alexander
Stegh, Christine Stumpf und Jorg Volkland bin ich dankbar. Besonders erwdhnen mdchte ich
dabel Wenddin Wolf, der mir immer wieder gezeigt hat, dald mir die Lehre Spald macht. Die
freundschaftliche Zusammenarbeit und Hilfsbereitschaft in der Signalgruppe haben dazu bei-
getragen, den Spal3 an der Wissenschaft zu entdecken.

Danke!



Zusammenfassung

CD95 (APO-1/Fas) gehtrt zur Familie der Todesrezeptoren, einer Unterfamilie der
TNF-/NGF-Rezeptor-Superfamilie. Todesrezeptoren haben die Eigenschaft, nach Bindung
ihres Todedliganden Apoptose auszuldsen. Fir die Weiterleitung des apoptotischen Signals in
die Zdle ist die sogenannte Todesdomane im intrazelluléren Teil der Todesrezeptoren verant-
wortlich. Die Todesdoméne ist eine Protein-Protein-Interaktionsdoméne. Nach Stimulation von
CD95 durch den CD95-Liganden (CD95L) werden zytoplasmatische Signalmolekiile an den
oligomerisierten Rezeptor rekrutiert und es bildet sich ein Tod-induzierender Signalkomplex
(engl. ,,death inducing signaling complex”, DISC). Im DISC wird Procaspase-8 durch auto-
proteolytische Spaltung aktiviert. Dies ist der erste enzymatische Schritt in der CD95-Signal-
transduktion. Unterhalb des DISC kénnen je nach Zeltyp zwel verschiedene Signawege
beschritten werden. Wird der DISC effizient gebildet, so werden grof3e Mengen Procaspase-8
am DISC aktiviert. Dann ist Caspase-8 in der Lage, durch Spaltung der Effektorcaspase-3 eine
direkte Caspasenkaskade auszuldsen. Dieser Signaweg wird in Typ |-Zelen beschritten. In
Typ lI-Zellen dagegen ist die DISC-Bildung stark vermindert. Deshalb werden nur geringe
Mengen an Caspase-8 am DISC aktiviert. Zur Ausfihrung des Apoptoseprogramms ist daher
ein Verstérkermechanismus notwendig. Dieser Verstérker ist der evolutiondar konservierte mito-
chondrielle Apoptose-Signalweg. In diesem Signalweg wird das pro-apoptotische Bcl-2-
Familienmitglied Bid von Caspase-8 gespalten. Gespaltenes Bid trandoziet zum Mito-
chondrium und 16st dort apoptotische Veranderungen aus. Da nur Typ II-Zellen von diesem
mitochondriellen Apoptose-Signalweg abhangig sind, [&3t sich CD95-vermittelte Apoptose auch
nur in Typ l1-Zellen durch anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder inhibieren.

Dieses Zwei-Signawege-Modell der CD95-Signaltransduktion konnte unter Verwen-
dung von CD95L as Apoptosestimulus verifiziert werden. Darliber hinaus wurde gezeigt, dal3
neben der DISC-Bildung und der Bcl-2-Inhibierbarkeit CD95-vermittelter Apoptose noch
weitere Unterschiede zwischen Typ |- und Typ Il-Zellen bestehen. Aktivierung von Protein-
kinase C (PKC) und Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK) inhibiert CD95-vermittelte
Apoptose nur in Typ I1-Zellen. Dieswird durch eine MAPK -vermittelte Inhibition der Spaltung
von Bid erreicht.

Mit c-FLIP,_ wurde ein Molekil beschrieben, dessen Rolle in Rahmen CD95-vermittelter
Apoptose kontrovers diskutiert wurde. Es konnte gezeigt werden, dal3 c-FLIP, in den DISC
rekrutiert wird und dort gespalten wird. Das Spaltprodukt verbleibt mit dem Spaltungsinter-
mediat von Caspase-8 im DISC, was eine weitere Aktivierung von Caspase-8 und somit CD95-



vermittelte Apoptose blockiert. Die Rekrutierung von c-FLIP,_ in den DISC erklart, warum
CD95-vermittelte Apoptosein Typ I- und Typ I1-Zellen inhibiert wird.

Typ l1-Zellen zeigen ene stark reduzierte Bildung des DISC, obwohl dle bekannten
Komponenten des DISC im gleichen Mal¥e exprimiert werden, wie in Typ [-Zéllen. In dieser
Arbeit konnten Hinweise gesammelt werden, die darauf hindeuten, dal3 CD95 in Typ II-Zdlen
in der Art posttrandational modifiziert ist, dal? eine effiziente DISC-Bildung verhindert wird.
Diese Modifikation korreliert mit der Beobachtung, dal3 CD95 in Typ I1-Zellen stérker kreuz-
vernetzt werden mul3, um Apoptose auszul 6sen.

T-Zdlen wechseln im Rahmen einer Immunantwort ihre Sensitivitét gegentber CD95-
vermittelter Apoptose. So sind Kurzzeit-aktivierte T-Zdllen resistent, Langzeit-aktivierte T-
Zdlen sensitiv gegentiber Stimulation von CD95. Mit Hilfe eines in vitro-Modells konnte
gezeigt werden, dal3 T-Zdllen mit dem Aktivierungsstatus auch ihren CD95-Phanotyp von Typ
Il nach Typ | wechseln. Die Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen konnte durch eine ver-
minderte DISC-Bildung zusammen mit der Expression von Bcl-x, erklart werden. Kurzzeit-
aktivierte T-Zellen sind also Typ |1-Zellen, deren mitochondrieller Signalweg durch Bcl-x, in-
hibiert ist. Damit konnte eine physiologische Relevanz fur das Zwei-Signalwege-Modell aufge-
zeigt werden.

Stichworte:
Apoptose/ CD95 / Signaltransduktion



Abstract

CD95 (APO-1/Fas) isamember of the death receptors, a subfamily of the TNF-/NGF-receptor
superfamily. Deeth receptors induce apoptosis upon binding of the respective death ligand. In
their intracellular part, they contain a protein-protein-interaction domain crucial for the induction
of apoptosis, caled death domain. Triggering of CD95 results in formation of the death-
inducing signaling complex (DISC), a complex of signaling proteins recruited by activated
CD95. At the DISC procaspase-8 is activated by autoproteolytical cleavage. Recently, two
different CD95 apoptosis signaling cell types were identified. Type | cells show efficient DISC
formation, thereby activating high amounts of caspase-8 and initiating a direct caspase cascade.
Intypell cells DISC formation is strongly reduced. Therefore, these cells need an amplifier for
propagation of the apoptosis program. This amplifier is the evolutionary conserved
mitochondrial apoptosis pathway. Active caspase-8 is generated in low amounts at the DISC of
type Il cells. Caspase-8 cleaves the proapoptotic Bcl-2 family member Bid, which then
trand ocates to the mitochondrium and induces apoptogenic changes. Since only type Il cells
depend on the mitochondrial pathway, expression of antigpoptotic Bcl-2 family members
abrogate CD95-mediated apoptosis only in type |l cells.

The Two-pathway model was verified by using CD95L instead of agonistic antibodies for
triggering of CD95. Moreover, new differences between type | and type Il cells, other than
DISC formation and Bcl-2 inhibition, could be shown. Activation of protein kinase C (PKC)
and mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibit CD95-mediated apoptosis in type |1 cells.
Thisinhibition is due to MAPK-mediated reduction of cleavage of Bid.

The role of c-FLIP, in CD95-mediated apoptosis was discussed controversialy. Here, it was
shown that upon triggering of CD95 c-FLIP, is recruited into the DISC, where it is cleaved.
The cleavage intermediate stays at the DISC together with the cleavage intermediate of caspase-8
and prevents further activation of caspase-8. Thereby, CD95-mediated apoptosis is inhibited.
The recruitment of c-FLIP, into the DISC explains inhibition of CD95-mediated apoptosis by c-
FLIP, in both, type | and type I cells.

Typell cells are characterized by highly reduced DISC formation which is not due to reduced
expression of the DISC components. It was shown that CD95 is posttrandationally modified in
typell cells. This modification correlates with reduced DISC formation and the fact that CD95
needs stronger crosslinking in type Il cellsto induce apoptosis.

During an immune response T cells change their sensitivity towards CD95-mediated apoptosis.
Freshly activated T cells are resistant, long term activated T cells are sensitive towards induction



of apoptosis via CD95. Using an in vitro model it was shown that T cells switch from a type |1
to atype | phenotype depending on the activation phase. The resistance of freshly activated T
cells is due to reduced DISC formation and high expression of Bcl-x,. Therefore, these cells
could be characterized astype |1 cells in which the mitochondrial apoptosis pathway is blocked
by Bcl-x, . In conclusion, the switch from type Il to type | during the T cell immune response is
the first evidence for the physiological relevance of the two CD95 signaling pathways.

Keywords:
apoptosis/ CD95 / signal transduction
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I. Einleitung

1. Apoptose - der programmierte Zelltod

Bereits im zweiten nachchristlichen Jahrhundert hatte Galenus Galen die Regression von
larvalen und fetalen Strukturen im Laufe der Ontogenese beschrieben (Barclay et al., 1944;
Clarkeet a., 1996). In der Mitte des letzten Jahrhunderts erkannte Carl Vogt, dal3 Zellen einem
vorhersagbaren, gleichsam ,, programmierten” Tod unterliegen (Vogt, 1842). 1951 konnte der
Embryologe Glucksmann dieses auf den Tod einzelner Zdlen zurlickfuhren (Glucksmann,
1951). Kerr, Wyllie und Currie schliefdich beobachteten an toxinbehandelten Leberzellen eine
den sterbenden Embryonalzellen vergleichbare Morphologie und prégten hierfir den Begriff
~Apoptose” (Kerr et al., 1972). Schon bald wurde erkannt, dal3 Apoptose nicht nur in der
Embryonal entwicklung von Bedeutung ist (Vaux et a., 1999; Los et al., 1999). Eine besondere
Rolle spielt sie bel der Erhatung der Gewebshomoostase. Des weiteren werden durch virae
Infektion oder Mutation geschédigte Zellen mittels A poptose entfernt (Thompson, 1995).

Eine andere Art des Zelltods bezeichnet man as Nekrose. Die Nekrose ist keinem ge-
regelten M echanismus zum Abbau von Proteinen und Nukleinsduren unterworfen. Sie ist durch
ein Anschwellen der Zelle (Oncose) charakterisiert, was zur Zerstorung der Plasmamembran
und zur Freisetzung des Cytosols und von Zelorganellen in den interzelluldren Raum fihrt.
Eine inflammatorische Reaktion mit einhergehenden Gewebeschéadigungen ist die Folge. Im
Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose durch die Aktivierung regulierter katabolischer
Enzyme, wie Proteasen und Nukleasen, charakterisiert. Apoptose ist unter anderem durch eine
Vidzahl von morphologischen Veranderungen definiert. Diese Verdnderungen umfassen das
Schrumpfen der Zelle und die Kondensation des Chromatins, welchesim Bereich der nuklearen
Peripherie aggregiert. Bei den meisten Formen von Apoptose wird in den kondensierten
Chromosomen die DNA durch spezielle Endonukleasen zu einer charakteristischen “DNA-
Leiter” abgebaut (Wyllie, 1980). Dies beinhaltet die internukleosomale Spaltung von DNA, die
zum Entstehen von DNA-Stiicken mit einer Lange von 200 Basenpaaren und ganzzahligen Vid-
fachen davon flhrt. Ein Verlust der Membranstabilitét fuhrt zu Ausstiilpungen der Zelle (Zeiose)
und mundet schliefdich in das Abschniren membranumschlossener Teile der Zelle, die as
apoptotische Korperchen bezeichnet werden. Pardlel dazu wird ein Verlust der Membran-
asymmetrie beobachtet, der zur Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache fihrt.
Uber dieses Merkma werden die apoptotischen Korperchen zum Beispiel von Makrophagen
oder Nachbarzellen erkannt, aufgenommen und abgebaut (Savill et al., 1993). Trotz der gegen-
sétzlichen Charakteristika von Nekrose und Apoptose lassen Beobachtungen den Schiul? zu,
dal3 beide Prozesse miteinander gekoppelt sein konnen. Die Blockade eines apoptotischen
Signalweges kann zum Zelltod Uber einen nekrotischen Weg fuhren (Kerr et a., 1972).
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2. Modellsysteme der Apoptose

Erste Hinweise auf die genetische Grundlage der Apoptose wurden aus der Ent-
wicklungsbiologie gewonnen. Mehrere Gene des Nematoden Caenorhabditis elegans wurden
als Basiskomponenten des Apoptoseprogramms identifiziert (Horvitz et al., 1994). Wahrend
der Entwicklung dieses Wurms sterben 131 der 1090 somatischen Zellen durch Apoptose.
Durch Mutationsanalysen wurden initial drei Gene identifiziert, die fir das Apoptoseprogramm
wichtig sind: ced-3 und ced-4 sind fir die Ausfihrung der Apoptose essentiell, wahrend ced-9

die Aktivitdt von ced-3 und ced-4 inhibiert und somit Zellen vor Apoptose schiitzt (Ellis et al .,

) Todesrezeptoren Adaptoren Initiatoren Regulatoren Effektoren
[*2]
8 ? ? ? EGL-1 | CED-9 |CED-4 CED-3
% Dark/ DCP-1, drICE
< ? ? DDRCEPD 2/ ? Br%bll HAC-1/ DRONC
a - €0C! Ipapaf-1  DECAY
CD95/APO-1/Fas FADD/Mort1 CASP-8 Bid Inhibitoren|Apaf-1  CASP-9
TRADD CASP-10 Bim i CASP-3
X Bcl-2
TNF-R1 RAIDD/CRADD Bik/Nbk Bel-x, Nodl/ CASP-6
© CASP-2 Hrk/DP5 | a1 CARD4 CASP-7
= |DR3/TRAMP/ MADD BIk Mel-1 CASP-8
g wsl-1/APO-3/LARD CASP-9 etc. Bel-w CASP-10
RIP
etc.
§ DR4/APO-2/ RIP2/RICK/ (CASP-1-4)
TRAIL-R1 Cardiac romotoren
RIP3 Bax
DR5/TRAIL-R2 Bak
TRICK2/KILLER Bad
etc.
DR6

Tabelle 1: Ubersicht iiber die zueinander homologen A poptose-Molekiile aus Caenorhabditis elegans, Droso-
phila melanogaster und Mammalia.

1986). Des weiteren konnte die Funktion von CED-4 zwischen der von CED-3 und CED-9
lokalisert werden. CED-4 wirkt als Adapter zwischen dem Schutzprotein CED-9 und dem
Effektor CED-3 (Shaham et al., 1996). So interagieren CED-3, CED-4 und CED-9 direkt mit-
einander, wobel CED-4 fur die Aktivierung von CED-3 notwendig ist und CED-9 die Funktion
von CED-4 blockieren kann (Chinnaiyan et al., 1997; Irmler et al., 1997a; Seshagiri et al.,
1997; Spector et al., 1997; Wu et al., 1997). Mit egl-1 konnte eine weitere Komponente dieses
Apoptoseprogramms identifiziert werden (Conradt et al., 1998). EGL-1 ist en Apoptose
induzierendes Protein, das mit CED-9 wechselwirken kann. C. elegans entwickelte sich zu
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einem genetischen Modellorganismus fur das Versténdnis der Apoptosemaschinerie. Analoge
Proteine zu CED-3, CED-4, CED-9 und EGL-1 konnten auch in Sdugetieren identifiziert
werden: CED-3 gt eine Caspase dar, wdhrend CED-4 homolog zu dem Adapter Apaf-1 ist
(Zou et d., 1997) und CED-9 und EGL-1 Homologien zu anti- bzw. proapoptotischen Mitglie-
dern der Bcl-2-Familie aufweisen (siehe unten).

Auch be Drosophila melanogaster wurden homologe Proteine zu CED-3, CED-4,
CED-9 und EGL-1 identifiziert. Die CED-3/Caspasen-Familie von Drosophila melanogaster
umfald DCP-1 (Song et al., 1997), DCP-2/DREDD (Inohara et al., 1997; Chen et al., 1998),
driCE (Fraser et a., 1997), DRONC (Dorstyn et a., 1999a) und DECAY (Dorstyn et al.,
1999b). Dark/Dapaf-1/HAC-1 ist homolog zu CED-4/Apaf-1 (Rodriguez et al., 1999; Kanuka
et al., 1999; Zhou et d., 1999a), und homolog zu CED-9/Bcl-2 sind Drob-1 und Debcl (Igaki &
a., 2000; Coluss et a., 2000). Dartiber hinaus wurden mit hid, grim und reaper Apoptose-
gene bei Drosophila melanogaster identifiziert, fir die bis heute keine homologen Gene
bekannt sind (Abrams, 1999).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die Apoptoseproteine bei Saugetieren, C. elegans
und Drosophila melanogaster. Alle Apoptoseproteine aus C. elegans und Drosophila melano-
gaster sind cytosolisch und an intrazelluléren Signalkaskaden beteiligt. Zusétzlich dazu gibt es
bei Sdugetieren eine Familie von Oberflachenrezeptoren, die Apoptosesignale von auf3en in die
Zdle hinein vermitteln kénnen. Diese Todesrezeptoren, die bel C. elegans und Drosophila
melanogaster bidang nicht identifiziet werden konnten, werden im folgenden Kapitel
diskutiert.

3. Todesrezeptoren

Mit CD95 (APO-1/Fas) wurde 1989 zum ersten Md ein Oberflachenmolekil beschrie-
ben, dasin der Lage ist, Apoptose auszul0sen (Trauth et al., 1989; Yonehara et al., 1989; Itoh
et al., 1991; Oehm et al., 1992). CD95 ist ein differentiell glykosyliertes Typ I-Transmembran-
protein mit einer molekularen Masse von 42 - 52 kDa, welches in den meisten Saugetiergewe-
ben exprimiert wird (Leithduser et al., 1993; Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Es gehort zur
stetig wachsenden NGF-/TNF-Rezeptor-Superfamilie (Smith et al., 1994; Baker et al., 1996).
Charakteristisch fur diese Familie ist das Vorhandensein von zwel bis sechs extrazellularen
cysteinreichen Doméanen. Die biologischen Effekte, die von den Rezeptoren dieser Familie
vermittelt werden, sind von hoher Diversitét: Sie umfassen so verschiedene Prozesse wie Diffe-
renzierung, Proliferation, Aktivierung oder Apoptose (Smith et al., 1994). Abbildung 1 fal¥ die
bisher identifizierten humanen Mitglieder der NGF-/TNF-Rezeptor-Superfamilie zusammen.
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Abbildung 1: Die Interaktionen zwischen der TNF-Rezeptor Familie und der TNF Familie.
Die Untergruppe der Todesrezeptoren ist in dunkelgrau gezeichnet. Die Todesdoméne ist durch ein schwarzes
Rechteck dargestellt.

Eine Subfamilie bilden die sogenannten Todesrezeptoren, ausgezeichnet durch die
gemeinsame Eigenschaft, Apoptose auslésen zu kénnen (Peter et al., 1998). Strukturell zeich-
nen sie sich durch eine ungefahr 80 Aminosauren lange homologe intrazellulé&re Doméne aus,
die als Todesdomane (engl.: death domain, DD) bezeichnet wird und fir die Apoptoseinduktion
essentiell ist (Tartagliaet a., 1993; Itoh et a., 19934).

Todesrezeptoren wie CD95 und TNF-RI kdnnen durch agonistische Antikorper aktiviert
werden. Unter physiologischen Bedingungen vollzieht sich die Aktivierung der Rezeptoren der
NGF-/TNF-Rezeptorfamilie durch die Bindung spezifischer Liganden. Wie die Rezeptoren
bilden auch die Liganden mit Ausnahme von NGF eine Familie, die TNF-Familie (siehe Abb.
1). Der Ligand von CD95, CD95L, ist ein glykosyliertes Typ I1-Transmembranprotein mit einer
molekularen Masse von 40 kDa (Yu et al., 1999; Suda et a., 1994; Takahashi et al., 1994b).
Im Gegensatz zu CD95 ist die Expression von CD95L auf aktivierte T-, B-, und NK-Zellen, so-
wie auf enige nichtlymphoide Organe wie Hoden (Yu et a., 1999) und die vordere
Augenkammer beschrénkt (Griffith et al., 1995). Ferner wurde die Expression in verschiedenen
neoplastischen Zellen gezeigt (Strand et a., 1996; Hahne et a., 1996; O'Connell et al., 1996).
Neben der membranstandigen wurde auch eine 16diche Form von CD95L beschrieben, die
durch die Aktivitét einer Metalloprotease erzeugt wird (Tanaka et ., 1995; Mariani et a., 1995;
Kayagaki et al., 1995). Die Funktion der beiden CD95L-Formen wird kontrovers diskutiert.
Einige Arbeitsgruppen schrelben dem [6dichen CD95L Apoptose-ausiésende Wirkung zu
(Alderson et al., 1995; Brunner et a., 1995; Dhein et al., 1995; Ju et al., 1995) Andere Studien
dagegen zeigen, dal3 nur der membrangebundene CD95L Apoptose auslést, wahrend der
|6dliche CD95L inhibierend wirkt (Suda et a., 1997; Schneider et al., 1998; Hohlbaum et al .,
2000).
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Die Interaktionen zwischen den Mitgliedern der TNF-/NGF-Rezeptorfamilie und den Li-
ganden Uberschneiden sich teilweise. Beispielsweise bindet der Ligand TRAIL an funf ver-

schiedene Rezeptoren, und der TNF-Rezeptor | kann nicht nur mit TNFo, sondern auch mit

dem LTo/B-Komplex wechselwirken. Diese Redundanz (siehe Abbildung 1) stellt ein wesent-

liches Problem des V erstandni sses der wachsenden NGF-/TNF-Rezeptorfamilie dar.

4. Die Signaltransduktion von CD95

4.1 Rezeptortrimerisierung als auslésender Stimulus

Mit der Entdeckung von spezifischen Rezeptoren, die Apoptose ausldsen kdnnen, war
eine Grundlage geschaffen, um die zur Apoptose fuhrenden Signalwege zu studieren. Erste
Hinweise auf den Ursprung des Signals lieferte die Strukturanalyse des TNF-RI im Komplex

mit LTo. Eskonnte gezeigt werden, dal3 der Rezeptor nach Bindung des Liganden trimerisiert

(Banner et al., 1993), wodurch das Signa in das Innere der Zelle weitergeleitet wird. Auch
TRAIL hat eine trimere Struktur (Cha et a., 1999), die dazu fuhrt, dald der entsprechende
Rezeptor, wie z.B. TRAIL-R2, durch Bindung des Liganden trimerisiert wird (Mongkolsapaya
et al., 1999; Hymowitz et al., 1999). Vergleichende Modellstudien ergaben, da3 CD95 und
andere Familienmitglieder ebenfalls durch ihre trimeriserten Liganden in eine Dreierkonfor-
mation gezwungen werden kénnen (Peitsch et al., 1995). Funktionelle Studien zeigten, dal3 ein
CD95-Dimer keine Apoptose ausl 6sen kann, wohingegen ein multimerisierter Rezeptor in der
Lage ist, das apoptotische Signal in die Zdle weiterzuleiten (Dhein et al., 1992). Daraus kann
geschlossen werden, dal3 eine Trimeriserung oder Multimerisierung des Rezeptors das erste
Signal zur Apoptoseinduktion durch CD95 darstellt. Dies kann entweder durch die Bindung von
CD95L oder eines agonistischen Antikorpers, wie zum Beispid anti-APO-1 ausgel6st werden
(Trauth et al., 1989). Anti-APO-1 ist ein monoklonaler Maus-Antikorper des Isotyps 1gG3, der
sich gegen den extrazelluldren Bereich von CD95 richtet, und mit der Bindung des Liganden
konkurrieren kann. Aufgrund von Aggregationen des Antikorpers tiber den konstanten Teil der
schweren Kette bilden sich Multimere mit mehr als zwei Bindungsstellen fir CD95, was nach
Bindung des Antikorpers zu einer Kreuzvernetzung des Rezeptors und zur Auslésung von
Apoptose fuhrt (Dhein et a., 1992). Die Verwendung eines solchen agonistischen Antikorpers
hat die M6glichkeit eréffnet, biochemische Analysen des Rezeptors durchzufiihren (Kischkel e
al., 1995).
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4.2 Der Tod-induzierende Signalkomplex

Die Aggregation der Todesdoméane nach Stimulation von CD95 ist essentiell fur die
Ubermittlung des apoptotischen Signals (Itoh et al., 1993a; Huang et al., 1996). Da der intra-
zdlulare Teil von CD95 keinerlei enzymatische Funktion aufweist, mufd das Signal durch re-
zeptorassoziierte Molekule Ubertragen werden. Die Identifizierung von Proteinen, die stimula-
tionsabhangig nur an kreuzvernetztes CD95 binden, hat dieses Konzept bestétigt (Kischkel e
a., 1995). So konnten verschiedene Proteine mit dem stimulierten CD95 coimmunprazipitiert
werden, wahrend keine Assoziation dieser Proteine mit dem monomeren Rezeptor nachzu-
weisen war. Diese Proteine erhielten zunéchst den Namen CAP, fir cytotoxicity-dependent
APO-1-associated proteins. Initial wurden vier verschiedene Proteine (CAP1-4) auf enem
zweidimensionalen Gel identifiziert (Kischkel et al., 1995). Der Komplex zwischen aktiviertem
CD95 und den assoziierten Signalmolektlen wurde Tod-induzierender Signalkomplex genannt
(engl.: death-inducing signaling complex, DISC) (siehe Abbildung 2).

Die Bildung des DISC ist -
wie die Signaltransduktion - von

einer intakten Todesdoméne abhéngig

o2 (Kischkel et ., 1995). Damit war

g g Ll e FADD % CDQ cine erste Korrelation zwischen der
_<N2_<”2 _<I'> Mortl . &> Bildung des DISC und der Uber-
DISC Hﬁiﬂw tragung des apoptotischen Signals

gefunden. CAP1 und CAP2 sind

'\ CAP3 identisch mit dem Adaptermol ekl

m Ny o _/ | FADD/Mortl in phosphoryliertem

FADD CAP3 / ¥ bzw. nichtphosphoryliertem Zustand
c-FLIP I]][I[I (Kischkel et al., 1995; Chinnaiyan et

al., 1995; Boldin e al., 1995).

Caspase-8 FADD besitzt ebenfalls eine Todes-

Procaspase-8 domane, die sich am C-Terminus des
Molekils befindet. Uber diese Do-

Abbildung 2: Schematische Darstellung der CD95- méne assoziiet FADD mit  der

DISC-Bildung. Der CD95-Ligand ist in der Lage, CD95 zu  Todesdomane des stimulierten CD95,

oligomerisieren. Dies fuhrt zu der Anlagerung von FADD, .. . . .
CAP3 und Caspase-8 an die intrazelluldre Todesdoméne von Libt aber selbst keinerlei enzymatische

CD95. Die Aktivierung von Caspase-8 kann durch c-FLIP in-  Funktion aus, sondern ist fur die

hibiert werden. i ' y
Ioiert werden Bindung weiterer Effektormolekile

(CAP3 und CAP4) an den DISC ver-
antwortlich. Fir diese Rekrutierung ist der N-terminale Bereich des Molekils wichtig
(Chinnaiyan et al., 1996c). So konnte durch Mutationsanalysen gezeigt werden, dal3 die
Todesdomane von FADD ohne den N-Terminus (FADD-DN, fur FADD-dominant negativ) in
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der Lage ist, nach

CD95-assoziiertes Molekul |Referenz

RIP (Stanger et al., 1995) Uberexpr on Zdlen vor
DAXX (Yang et ., 1997b) CD95-vermittelter Apoptose zu
FAF1 (Chu et al., 1995) ) . _

UBC-FAP (UBC9) (Wright et al., 1996) schitzen. Dies geschient durch
FAP-1 (Sato et a., 1995) eine Kompetition der Mutante mit
Sentrin (Okuraet d., 1996) endogenem FADD um die Bin-
FLASH (Imai et al., 1999)

dung an den DISC. Da die

Tabelle 2: CD95-assoziierte Molekile Mutante durch den fehlenden N-
Terminus nicht in der Lageist, weitere Signalmolekiile zu rekrutieren, bricht die Signalkette ab,
und es wird keine Apoptose ausgel 6st. Uberexpression des N-Terminus von FADD kann ohne
einen weiteren Stimulus Apoptose ausiésen. Daher wurde dieser Bereich Todeseffektor-
Domaéne (engl.: degth effector domain, DED) genannt (Chinnaiyan et a., 1995) Die Eigenschaft
der DED von FADD, Apoptose auszuldsen, falt also mit der Fahigkeit, CAP3 und CAP4 an
den DISC zu rekrutieren, zusammen.

Mit CAP4 wurde ein Molekll kloniert, das am N-Terminus zwel DEDs enthédlt (Muzio &
al., 1996). Dies &% den Schlul3 zu, dal3 die DED ebenso wie die DD eine Proteininteraktions-
domaéne darstellt. Strukturanalysen ergaben, dal3 beide Strukturen aus sechs antiparallel ange-
ordneten Alphahelices bestehen (Huang et a., 1996; Eberstadt et al., 1998; Jeong et al., 1999).
Jedoch beruht die DD-Interaktion auf elektrostatischen Wechselwirkungen, wahrend die DED-
Interaktion auf hydrophobe Wechselwirkungen angewiesen ist. Mit CAP4 wurde die erste
Komponente des DISC identifiziert, die enzymatische Aktivitét besitzt. Aufgrund der Homolo-
gie zur Proteasenfamilie der Caspasen (Alnemri et al., 1996), die friher auch ICE-8hnliche
Proteasen genannt wurden, wurde CAP4 FLICE genannt, was fir EADD-like ICE steht (Muzio
et a., 1996). Weitere Namen fir dieses Molekil sind MACH (Boldin et al., 1996) und MCH5
(Fernandes-Alnemri et al., 1996) Die offizielle Nomenklatur sieht Caspase-8 as Namen vor
(Alnemri et al., 1996). Von CAP3 wurden bisher nur Sequenzinformationen tber 2 Peptide
erhdten (Muzio et al., 1996). Diese Sequenzen sind identisch mit den Peptiden, die vom N-
Terminus von CAP4 (Caspase-8) sequenziert wurden. Dies legt nahe, dal3 CAP3 den N-Termi-
nus von Caspase-8 enhdlt, wobei die Funktion dieses Molekiils noch unklar ist.

Neben den Molektilen, die an den CD95-DISC rekrutiert werden, gibt es noch ein Rethe
weiterer Proteine, fUr die eine Assoziation mit CD95 gezeigt wurde, deren Bedeutung fir die
CD95-Signaltransduktion allerdings kontrovers diskutiert wird (Krammer, 1999) (siehe Tabelle
2). So wurde RIP mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems als CD95-interagierendes Protein
gefunden (Stanger et al. 1995). RIP-defiziente Zellen zeigten jedoch, dal3 RIP keine essentielle
Rolle bei CD95-vermittelter Apoptose spielt (Ting et al., 1996; Kelliher et al., 1998). Dagegen
waren die Zellen sensitiver gegentber TNF-vermittelter Apoptose und waren dartiber hinaus

nicht in der Lage, NF-xB nach TNF-Stimulation zu aktivieren (Ting et a., 1996; Kelliher et al .,

1998). Dies deutete auf eine Rollefir RIP in der TNF-vermittelten NF-xB-Aktivierung hin. In
der Tat wird RIP nach Stimulation von TNF-RI in den Rezeptorkomplex rekrutiert (Hsu et al .,
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1996a). RIP kann seinerseits den IkB-Kinase-Komplex (IKK) an TNF-RI rekrutieren (Devin et

al., 2000; Zhang et al., 2000).

Ebenfalls Uber das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde DAXX as CD95-interagierendes
Protein kloniert (Yang et al., 1997b). DAXX soll Uber ASK1 c-Jun-N-terminale Kinasen
(INK) aktivieren und Apoptose ausldsen (Yang et al., 1997b; Chang et al., 1998). Jedoch ist
CD95-vermittelte Apoptose in DAXX defizienten Zellen nicht beeintrachtigt (Michaelson et al .,
1999). In der Tat konnte endogenes DAXX nie im CD95-DISC nachgewiesen werden, vid-
mehr besitzt das Protein eine nukledre Lokalisation (Pluta et al., 1998; Michaglson et al., 1999;
Torii et a., 1999). Neuere Studien weisen darauf hin, da3 DAXX im Zelkern an der Regu-
lation der Transkription wahrend der Apoptose beteiligt ist (Torii et al., 1999; Li et al., 2000;
Zhong et a., 2000).

Ein weiteres, mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems identifiziertes Protein, das mit
dem CD95-DISC interagieren soll, ist FLASH (Ima e al., 1999). FLASH verstérkt Re-
krutierung und Prozessierung von Caspase-8. Die zunéchst berichtete Homologie zu Apaf-
1/CED-4 konnte nach einer grindlichen Analyse der Primarstrukturen nicht mehr aufrecht
erhalten werden (Koonin et al., 1999).

4.3 Die Caspasen-Familie

Die Klonierung des C.elegans Gens ced-3 ergab, dal3 CED-3 Homologie zu der
menschlichen Protease ICE aufweist (Yuan et al., 1993). Dies war der erste Hinweis, dal3
Proteasen bei der Induktion von Apoptose beteiligt sind. Bis heute sind 14 verschiedene | CE-
homologe Proteasen aus Mensch und Maus identifiziert worden, die sich in verschiedene Grup-
pen aufteilen (Abbildung 2). Aufgrund eines Cysteins im aktiven Zentrum und der besonderen
Spezifitét dieser Proteasen, nach einem Aspartat zu spalten, wurden sie Caspasen (Cystein As-
partasen) genannt (Alnemri et al., 1996). Caspasen werden als inaktive Vorstufen, also as
Zymogene, synthetisiert. Die Aktivierung der Caspasen geschieht durch proteolytische Spaltung
nach definierten Aspartatresten, was zur Freisetzung einer grof3en und einer kleinen aktiven
Untereinheit fuhrt (Abbildung 2). Die grof3e Untereinheit beinhatet das aktive Zentrum. Ana
lysen der Kristallstruktur von Caspase-1, Caspase-3 und Caspase-8 ergaben, dal3 das aktive

Enzym aus zwei grofien und zwei kleinen Untereinheiten in Form eines o.,3, Heterotetramers

aufgebaut ist (Wilson et al., 1994; Walker et al., 1994; Rotonda et al., 1996; Mittl et al., 1997;
Blanchard et a., 1999; Waitt et a., 1999).

Die Aktivierung von Caspasen wurde fur eine Vielzahl apoptotischer Stimuli beschrie-
ben. Darliber hinausist Granzym B, eine Serinprotease ebenfalls mit Spezifitét fur Aspartat, die
cytotoxische T-Lymphozyten as Effektormolekil einsetzen, in der Lage, Caspasen zu aktivie-
ren (Medemaet a., 1997; Froelich et al., 1998).
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Abbildung 3: Die Familie der Caspasen. Links: Darstellung der bekannten Caspasen in Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster und Xenopus laevi. Mitte: Darstellung der bekannten Mitglieder der Sduge-
tier-Caspasen Familie geméaR ihrer aus der Ahnlichkeit abgeleiteten Verwandtschaft. Rechts: Allgemeines
Aktivierungsschema der Caspasen. Die Spaltung zwischen der grof3en und der kleinen Untereinheit fuhrt zur auto-
proteolytischen Freisetzung der Prodoméne und zur Bildung des aktiven Enzyms. GrzB, Granzym B.

Die Inhibition von Caspasen blockiert Apoptose. Sie nehmen daher eine wesentliche
Rollein der Apoptose ein. Mit der Identifizierung von Caspase-8 war zum ersten Md die Ver-
bindung zwischen Todesrezeptoren und Caspasen hergestellt. Bisher war es jedoch noch nicht
gelungen, eine einzelne Caspase a's essentiellen Tell der Apoptosemaschinerie zu identifizieren.
Obwohl berichtet wurde, dal3 Thymozyten von Caspase-1-defizienten Mausen resistent gegen-
Uber CD95-vermittelter Apoptose seien (Kuida et al., 1995), konnte dieses Ergebnis nicht ein-
deutig reproduziert werden (Li et al., 1995; Smith et a., 1997). Auf dhnliche Weise zeigen
Caspase-3-defiziente Mause in einer Studie keinen generellen Apoptosedefekt (Kuida et al .,
1996), wahrend andere Studien zeigten, dal3 in diesen Mé&usen Apoptose in T-Zellen, Fibro-
blasten und Hepatozyten durch Fehlen von Capase-3 stark beeintréchtigt ist (Woo et al., 1998;
Woo et al., 1999). Dies verdeutlicht, dal3 aufgrund der grofRen Anzahl von Caspasen ene
gewisse Redundanz auf der Effektorebene besteht, so dald eine Caspase das Fehlen ener
anderen Caspase ausgleichen kann. Im Gegensatz dazu spielt Caspase-8 als Bindeglied
zwischen Todesrezeptoren und Effektorcaspasen eine essentielle Rolle, da Caspase-8-defiziente
Zéellen resistent gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose sind (Varfolomeev et al., 1998a; Juo &
al., 1998).

Durch die Aktivierung von Caspasen wird eine Vielzahl von Proteinen wahrend der
Apoptose gespalten. Die Liste der sogenannten Todessubstrate wéachst stetig. So konnen Caspa-
sen zum Beispid andere Caspasen spalten und dadurch aktivieren, was zu einer Kaskade von
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Caspasenaktivierung fuhrt. Die Todessubstrate lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen
(Tabelle 3): Gruppe | umfaldt Proteine fir DNA-Reparatur und Splicing von mRNA, die durch
die Spaltung inaktiviert werden. Die apoptotische Zdlle kann damit energieverbrauchende und
unwichtig gewordene Prozesse abschalten. Auch Signalmolekiile (Gruppe 1) werden gespalten
und dadurch haufig aktiviert, aber auch inaktiviert. Eine weitere Gruppe (I11) stellen Struktur-
proteine der Zelle dar. Deren Spaltung konnte fur die Veranderungen der Membranintegritdt und
die Bildung apoptotischer Korperchen verantwortlich sein. Dartiber hinaus gibt es eine Vidzahl
von Todessubstraten, deren Funktion bel der Apoptose noch unklar ist.

Ein Todessubstrat scheint
unmittelbar mit einer morpholo-
gischen Veradnderung wahrend der

Gruppe | Substrat Referenz
| PARP (Lazebnik et al., 1994) Apoptose verbunden zu sein. So ist
DNA-PK (l%;‘;"o' &Rosenetd., die Spaltung eines heterodimeren
U1-70kDa (Casciola-Rosen et al.., Proteinkomplexes fir die charak-
1994) teristische  DNA  Fragmentierung
Clund C2 (Waterhouse et a., 1996) ] )
T PKCS (Ghayur et al., 1996) verantwortlich. Dieser Komplex
PAK2 (Rudel et al., 1997) besteht aus einer Nuklease (DFF40,

SREBP-1, SREBP-2 | (Pai et al., 1996)

(Wang et al., 1995) CAD, CPAN) (Haenbeck et al.,

cPLA, (Wissing et al., 1997) 1998; Enari et al., 1998), die nur
PITSLRE kinase a2-1 | (Beyaert et d., 1997) zusammen mit  ihrem  Inhibitor
Lamin A und B (Orth et a., 1996) )

(Neamati et al., 1995) (DFF45, ICAD) (Liu et al., 1997,

(zhivotovsky 0 ., 1997) | Enari et al., 1998), der in zwei
Fodrin (Crynset a., 1996) ) ) .

(Martin et al., 1995) Splicevarianten auftreten kann, in
Gas2 (Brancolini et al., 1995) einer aktiven Konformation synthe-
Plectin (Stegh et al., 1998a)

tisert wird. Diesliegt darin begriin-
det, dald DFF45/ICAD, zusétzlich
zur Inhibitorfunktion auch as
Chaperon wirkt. Dagegen kann die
kurze Spliceform, DFF35/ICAD,,
die Nuklease nur inhibieren, nicht aber als Chaperon wirken (Gu et al., 1999; Sakahira et al .,
2000). Durch die Komplexierung mit dem Inhibitor wird die Nuklease trotz eines nuklearen
Trand okationssignals in einem inaktiven Zustand im Cytoplasma zurtickgehalten. Der Inhibitor
kann jedoch durch Caspase-3 und -7 gespalten und inaktiviert werden, worauf die Nuklease aus
dem Komplex entlassen wird und die DNA im Kern fragmentieren kann (Enari et al., 1998;
Sakahiraet a., 1998; Liu et al., 1999). Somit steht die Caspasenaktivitdt mit der Induktion der
DNA-Fragmentierung in direktem Zusammenhang.

Auch die Trandokation von DEDD (Desath-effector-domain-containing DNA-binding
protein) in den Zellkern geschieht in Abhéngigkeit der Caspasenaktivitét (Stegh et al., 1998).
Im Kern ist DEDD in den Nucleoli lokalisiert, wo es die Transkription der ribosomalen DNA
inhibieren soll.

Tabelle 3: Eine Auswahl der “Todessubstrate”
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Berichte Uber einen direkten Zusammenhang von Caspasenaktivitdt mit bestimmten
Krankheitshildern liegen seit kurzem fir Alzheimer und Caspase-3 (Gervais et a., 1999) sowie
Chorea Huntington und Caspase-1 vor (Ona et al., 1999). AulRerdem konnten bel bestimmten
Patienten mit Autoimmun-Lymphoproliferativem Syndrom (ALPS) Mutationen in caspase-10
gefunden werden (Wang et a., 1999).

4.4 Die Bcl-2-Familie

Eine bedeutende Rolle in der Regulation der Apoptose spielen die Proteine der Bcl-2-
Familie, deren Namensgeber a's das Onkogen bcl-2 identifiziert wurde, welches a's Folge einer
chromosomalen Trandokation in B-Zel-Lymphomen Uberexprimiert ist (Tsujimoto et al.,
1985). Im Gegensatz zu anderen Onkogenen besteht die Funktion von Bcl-2 nicht darin, Proli-
feration zu stimulieren, sondern Zdlen vor Apoptose zu schitzen (Vaux et al., 1988;
Hockenbery et al., 1990). Die Familie der Bcl-2-&hnlichen Proteine umfalét anti-apoptotische
Molekule (Bcl-2, Bel-x,, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1) und Molekile, die Apoptose ausdsen oder
verstarken konnen (Bax, Bak, Bcl-xg, Bad, Bid, Bik, Bim, Hrk, Bok) (Gross et al., 1999;
Vander Heiden et al., 1999). Die evolutionar konservierte Funktion von Bcl-2 wird durch die
Entdeckung unterstrichen, dal3 CED-9 aus C. elegans und Bcl-2 sowohl homologe Proteine, as
auch funktionell austauschbar sind (Hengartner et al., 1994). Ebenso weist das C.elegans
Protein EGL-1 Homologien mit den pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern wie Bik, Bid
oder Bad auf (Conradt et al., 1998). Obwohl bisher vide Funktionen fir Bcl-2 beschrieben
sind, ist der Mechanismus der anti-apoptotischen Wirkung dieses Proteins bisher unverstanden.
Bcl-2 besitzt eine Transmembrandoméne am C-Terminus, die zu ener Insertion in die &ullere
Mitochondrienmembran, die Kernmembran und das Endoplasmatische Retikulum fihrt
(Monaghan et al., 1992; Jacobson et al., 1993; Krajewski et al., 1993). Durch Deetion dieser
Domaéne verliert Bcl-2 weitgehend seine anti-apoptotische Wirkung (Tanaka et al., 1993).

Die Proteine der Bcl-2-Familie kénnen miteinander interagieren (Gross et al., 1999a).
Die Signifikanz der Dimerisierung ist bis heute noch unklar. Strukturanalysen von Bcl-x, und
Bid lieRRen eine Ahnlichkeit mit porenbildenden bakteriellen Toxinen erkennen (Muchmore et al.,
1996; Parker et al., 1993; Chou et al., 1999; McDonndl et a., 1999). Eine porenbildende
Aktivitét in kuinstlichen Membranen wurde fir Bel-2, Bel-x,, Bax und Bid gezeigt (Minn et al .,
1997; Schendd et al., 1997; Antonsson et al., 1997; Schendel et al., 1999). Die Verbindung
zwischen dieser Funktion von Bcl-2 und der Inhibiton von Apoptose ist alerdings weitgehend
unverstanden. Dal} die Porenbildung und die Heterodimeriserung in der Regulation der
Apoptose in unabhangigen Mechanismen eine Rolle spielen, wurde fir Bel-x, berichtet (Minn &
al., 1999).

Obwohl Bcl-2 ein sehr genereller Inhibitor von Apoptose ist, gibt es widerspriichliche
Berichte Uber seine Fahigkeit, CD95-vermittelte Apoptose zu inhibieren. Berichte reichen von



|. Einleitung 23

Inhibition (Jaattela et al., 1995; Takayama et al., 1995; Armstrong et al., 1996; Lee et al.,
1996; Mandal et al., 1996; Vander Heiden et al., 1997) Uber einen partiellen Effekt (Itoh et al.,
1993b; Memon et al., 1995; Boise et al., 1997) bis hin zu keiner beobachteten Wirkung von
Bcl-2 auf CD95-vermittelte Apoptose (Chiu et a., 1995; Memon et al., 1995; Strasser et al.,
1995; Chinnaiyan et al., 1996b; Moreno et al., 1996; Huang et al., 1997; Susin et a., 1997).

4.5 Die Rolle der Mitochondrien in der Apoptose

Neuere Studien haben Mitochondrien zu einem zentralen Bestandteil der Apoptose ge-
macht (Kroemer et a., 1997). So kann wahrend der Apoptose ein Abfall des mitochondrialen

Transmembranpotentials (AY,,) noch vor der DNA-Fragmentierung beobachtet werden (Petit &

al., 1995; Zamzami et al., 1995). Dieser Verlust von AY,, ist nach nahezu dlen Apoptose-

stimuli zu beobachten und stellt daher ein universelles Ereignis dar (Kroemer et al., 1997).
Verursacht wird dieser Abfall des Transmembranpotentials durch einen Vorgang, den man Per-
meabilitéts-Transition (PT) nennt und der durch das Offnen von Poren der inneren Mito-chon-
drienmembran gekennzeichnet ist (Bernardi et al., 1994). Diese Poren sind permeabel fir
Molekile bis zu einem Molekulargewicht von ca. 1500 Da. Die molekulare Zusammensetzung
der PT-Poren ist noch nicht vollstandig bekannt, doch wurde eine Beteilung von Hexokinase,
Cyclophilin D, dem Adeninnukleotid-Trandokator (ANT), sowie dem spannungsabhangigen
Anionenkana (VDAC) gezeigt (Kroemer et a., 1997). Eine Blockierung der PT-Bildung inhi-
biert verschiedene Formen der Apoptose (Kroemer et a., 1997; Petit et a., 1996). Mit AIF (fur
apoptosis inducing factor) konnte ein Faktor aus dem Intermembranraum von Mitochondrien
isoliert werden, der in den Kern trandoziert und dort DNA-K ondensation und DNA-Fragmente
von 50 kBp induziert (Susin et al., 1999b; Susin et al., 1996). Ferner verursacht AIF die Expo-
sition von Phosphatidylserin auf der Aulenseite der Plasmamembran. Diese Apoptose-
Charakteristika werden von AlF Caspase-unabhangig ausgel0st (Susin et al., 1999b; Daugas &
a., 2000). Darlber hinausist die Translokation in den Kern unabhangig von ATP, so dal? dies
auch beim nekrotischen Tod auftreten kann (Daugas et al., 2000). Neben AIF enthdt der
I ntermembranraum von Mitochondrien auch die Caspasen-3 und -9, sowie eine DNase-Aktivitét
(Susin et al., 1999a).

Ein weiterer Faktor, der von apoptotischen Mitochondrien freigesetzt wird, ist Cyto-
chrom ¢ (Liu et al., 1996). Dies ist ein essentieller Bestandteil der mitochondrialen Atmungs-
kette, der Elektronen von der Cytochrom c-Reduktase auf die Cytochrom c-Oxidase Ubertragt.
Cytochrom c ist mit der inneren Mitochondrienmembran auf der Seite des Intermembranspalts
assoziiert. Das Cytochrom c-Apoprotein, das nicht proapoptotisch wirkt, wird im Cytoplasma
synthetisiert und gelangt tber einen speziellen Mechanismus in die Mitochondrien, wo es seine
Hamgruppe erhdt und zum komplett gefateten Holocytochrom ¢ wird. Dieses Holoprotein
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kann unter normalen Umstanden den Intermembranspalt nicht mehr verlassen. Ins Cytoplasma
freigesetzt, trégt Cytochrom c zur Caspasenaktivierung bei. Fir seine Freisetzung werden zwei
verschiedene Modelle diskutiert: Eines, untersucht an rekonstituierten PT-Poren in Liposomen,
postuliert einen Einstrom von Wasser und kleinen Molekiilen nach Offnung der PT-Pore. Dieser
fahrt zur Schwellung und anschlief3enden Zerstdrung der aufferen Mitochondrienmembran, so
dal3 Cytochrom c freigesetzt wird (Marzo et al., 1998b).

Mit der Regulation dieses Prozesses konnte den Mitgliedern der Bcl-2-Familie eine neue
Rollein der Regulation der Apoptose zugewiesen werden: So sind die anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder in der Lage, PT-Bildung und die Freisetzung von AIF und Cytochrom ¢ aus
Mitochondrien zu inhibieren (Susin et al., 1996; Susin et a., 1997; Zamzami et a., 1996;
Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997a). Die Grundlage fur den Bcl-2-vermittelten, generellen
Schutz von Mitochondrien vor apoptotischen Verénderungen ist noch unklar. Jedoch konnte die
Fahigkeit von Bcl-2 und Bcl-x , Porenin Membranen zu bilden, und die teilweise Lokalisation
dieser Proteine in der &uferen Mitochondrienmembran mit dieser Funktion verknipft sein
(Zamzami et al., 1998). Fur das proapoptotische Familienmitglied Bax konnte eine direkte
Interaktion mit dem an der PT-Porenbildung beteiligten ANT nachgewiesen werden, die as
essentiell fur die PT-Bildung postuliert wird (Marzo et a., 1998a). Das zweite Modell der Frei-
setzung von Cytochrom ¢ basiert ebenfalls auf der direkten Interaktion von Bcl-2-Familienmit-
gliedern mit einem Molekil der PT-Pore: VDAC. De Nachweis direkter Interaktion von
Bax/Bak/Bcl-x, mit VDAC und die Fahigkeit von Bax/Bak-V DAC-Komplexen, Cytochrom c in
Liposomen aufzunehmen, fuhrte zu der Hypothese, dal3 Bax/Bak in der Lage seien, VDAC zu
modulieren. Durch diese Modulation soll eine Freisetzung von Cytochrom ¢ ohne die Zersto-
rung der Mitochondrienmembran méglich sein (Shimizu et a., 1999).

Der Mechanismus der Cytochrom c-induzierten Caspasenaktivierung wurde mittels zell-
freier Systeme aufgeklart und fuhrte zu der Identifizierung des menschlichen CED-4-Homologs
Apaf-1 (Zou et al., 1997). Cytochrom c bindet an Apaf-1, welches unter Verbrauch von ATP
mit Caspase-9 Uber die an beiden Molekilen vorhandenen Caspase-Rekrutierungsdomanen
(CARD) assoziiert (Li et al., 1997; Qin et al., 1999). Die CARD-Doméne besitzt eine dnliche
Struktur wie die DD und die DED 43,463,859}. Die Assoziation von Capsase-9 und Apaf-1
fuhrt zu der autoproteolytischen Aktivierung von Caspase-9 (Srinivasula et al., 1998), was die
Aktivierung weiterer Caspasen, wie z. B. Caspase-3, zur Folge hat und letztlich Uber die
Spaltung von DFF45/ICAD zur DNA-Fragmentierung fuhrt. Neuere Untersuchungen zeigen,
daf3 Caspase-9 auch ohne Proteolyse aktiv sein kann (Stennicke et al., 1999) und vermutlich nur
in einem hochmolekularen Komplex mit Apaf-1 aktiv ist (Rodriguez et al., 1999).

Eine weitere mogliche Funktion von Bcl-2 wurde aus Studien mit den homologen
C.elegans Proteinen abgeleitet. So ist CED-9, das Bcl-2-Homologe, in der Lage, an CED-4,
das Apaf-1-Homol oge, zu binden (Spector et al., 1997). Des weiteren wurde gezeigt, dal3 CED-
4 auch mit CED-3, dem Caspase-Homologen, assoziieren kann (Irmler et al., 1997a). Schliel3-
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lich wurden diese Interaktionen auch auf das menschliche System ausgeweitet, und in vitro eine
direkte Assoziation zwischen Bcl-x,, CED4/Apaf-1 und verschiedenen Caspasen gezeigt
(Chinnaiyan et al., 1997; Pan et al., 1998; Hu et al., 1998). In dem sich daraus ergebenden
Moddl wirde Bcl-x, Uber die Wechselwirkung mit Apaf-1 die Aktivierung von Caspase-9
durch Apaf-1 verhindern. Das proapoptotische Molekul Bax ist in der Lage, Bcl-x, aus dem
Komplex mit Apaf-1 und Caspase-9 zu I6sen (Chinnaiyan et al., 1997), was dann zu einer Ak-
tivierung von Caspase-9 durch Apaf-1 und somit zur Apoptose fihren wirde. Jedoch beriick-
sichtigt dieses Moddll nicht die Notwendigkeit der Cytochrom c-Bindung fir die Aktivierung
von Apaf-1. Ferner sind diese Interaktionen nur durch transiente Uberexpression der Bin-
dungspartner bestimmt worden und konnten in vivo nicht bestétigt werden (Moriishi et al.,
1999). Mit Hilfe eines zellfreien Systems konnte weiterhin gezeigt werden, dal3 Bcl-x, und
Apaf-1 zwar miteinander interagieren kbnnen, wenn beide Proteine in ausreichend hohen Kon-
zentrationen vorliegen, dal3 die Funktion von Apaf-1 aber nicht durch Bcl-x inhibiert wird
(Newmeyer et al., 2000). Somit scheinen Apaf-1 und Bcl-x, in Saugetieren nicht exakt die
gleichen Funktionen zu haben wie CED-4 und CED-9 in C. elegans.

4.6 Zwei CD95-Signalwege

Wie oben dargestellt, wird die Rolle von Bcl-2 in der Regulation der CD95-vermittelten
Apoptose kontrovers diskutiert. Auch beztiglich der DISC-Bildung im allgemeinen, sowie des
Einflusses von Ceramid auf die Signaltransduktion von CD95 liegt kein klares Bild vor. Eine
Anndherung an die Auflosung dieser Widerspriiche gelang durch die Identifikation zweier
CD95-Signalwege, diein jeweils unterschiedlichen Zelltypen zum Tragen kommen (Scaffidi &
al., 1998).

In Typ lI-Zellen fuhrt eine geringe DISC-Bildung zu einer geringen Mengen aktiver
Caspase-8. Diese spaltet das proapoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid, wodurch ein 15 kDa
grofRes Spaltprodukt entsteht, das zu den Mitochondrien trandoziert und die Freisetzung von
Cytochrom c Uber einen bislang unbekannten Mechanismus aud0st (Gross et a., 1999b; Luo &
a., 1998; Li et al., 1998; Han et a., 1999). Dies fuhrt zur Aktivierung eines mitochondrien-
abhangigen Signalweges, der durch Bcl-2 oder Bcl-x,_ inhibiert werden kann. Wie sein C.
elegans Homologes EGL -1 initiiert Bid die evolutiondr konservierte Apoptosemaschinerie.

In Typ I-Z€llen fuhrt eine massive DISC-Bildung zu grof3en Mengen aktiver Caspase-8.
Diese | 6st direkt eine Caspasenkaskade aus, indem Effektorcaspasen wie Caspase-3 direkt pro-
teolytisch gespalten und damit aktiviert werden. Dieser Signalweg umgeht die Mitochondrien
und wird folglich nicht durch Bcl-2 inhibiert. Zwar werden auch in Typ I-Zellen Mitochondrien
wahrend der Apoptose aktiviert, alerdings sind Typ I-Zellen durch die direkte Caspasekaskade
unabhangig vom evolutiondr konservierten Apoptosesignalweg (siehe Abb. 4).
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Es konnte gezeigt werden, dal3 einige apoptoseaus6sende oder -inhibierende Stimuli,
wie z.B. C,-Ceramid, nur in Typ II-Z€llen einen Effekt zeigen und daher vermutlich auf mito-
chondrialer Ebene wirken (Scaffidi et al., 1999b). Die Untersuchung der Rolle von Entkopplern
der oxidativen Phosphorylierung ergab ferner eine Verstérkung der CD95-induzierten Apoptose
nur in bestimmten Zellinien, die sich dem Typ 11 zuordnen lassen (Linsinger et a., 1999).

4.7 Die Signaltransduktion anderer Todesrezeptoren

Typ 1 C. elegans
JCuErKAat Todes-
10 rezeptor
& 7P
HHH HHH Initiator-
CD95 Caspase
DIS Bcl-2 Bj:_l-z f

Caspase-8 "l]l]l] >Bid h@ —'Bid—v@ E%"l

/ CED-9
; I
Cyt ¢ « Apaf-1
—
v, / Caspase-8 CED-3
(Effektor-
Caspase-3 Caspase-3 l Caspase)
Todessubstrat Todessubstrat l
o - - Apoptose

Abbildung 4: Die zwei CD95-Signaltransduktionswege. Schematische Ubersicht (iber die CD95-
Signalwege in Typ |- und Typ I1-Zellen. Siehe Text fur weitere Erl&uterungen.

Die biologische Funktion des TNF/TNF-Rezeptor-Systems ist komplexer und weniger
gut definiert s die des CD95/CD95L-Systems, da zwel verschiedene Liganden (TNFow und

LTo) an zwei Rezeptoren (TNF-RI (CD120a) und TNF-RII (CD120b)) binden kénnen (Peter et

al., 1998). Ferner haben lodiches (STNF) und membranstandiges (m)TNF unterschiedliche
Affinitéten gegenliber beiden Rezeptoren (Wallach et al., 1999). TNF ruft ein weites Spektrum
zdllulérer Resktionen wie die Induktion von Cytokinen, Proliferation, Differenzierung und
Apoptose hervor. Demgem&ld werden, verglichen mit CD95/CD95L-System, von diesem
System auch Signaltransduktionswege grofRerer Diversitét aktiviert (Tracey et al., 1993;
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Vandenabedle et al., 1995). Diese umfassen unter anderem die drei bekannten MAP-Kinase-
Wege, die Induktion von NF-xB, sowie die Aktivierung von Caspasen (Wallach et al., 1999).

Die Diversitét der Signalwege spiegelt sich auch auf der Ebene der Adaptormolekile wider. So
soll TRADD den TNF-RI an FADD und Caspase-8 koppeln (Hsu et a., 1995; Hsu et al.,
1996b). Obwohl bisher noch keine direkte Assoziation von FADD mit TNF-RI beobachtet
werden konnte, blockiert dominant negatives FADD (bestehend nur aus der Todesdomane, DD)
als auch inaktive Caspase-8 neben CD95 auch die Signaltransduktion von TNF-RI (Boldin &
al., 1996; Chinnaiyan et al., 1996¢). Dartber hinaus sind Zellen, die defizient fir FADD oder
Caspase-8 sind, resistent gegeniiber TNF-induzierter Apoptose (Varfolomeev et al., 1998a; Juo
et a., 1998; Juo et al., 1999). MADD, ein DD-enthatendes Adadptormolekil mit Homologie zu
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren, koppelt TNF-RI an die MAPK-Kaskade (Schievellaet al .,

1997; Brown et a., 1998). RIP dagegen vermittelt die TNF-RI-abhangige NF-kB Aktivierung

(sehe Kapitel 4.2). Ein weiteres DD-enthatendes Adaptormolekil wurde mit RAIDD/CRADD
beschrieben (Duan et al., 1997; Ahmad et a., 1997). RAIDD/CRADD soll Caspase-2 an TNF-
RI koppeln und so eine Caspasekaskade pardld zu Caspase-8 initiieren. Da diese Studien
jedoch nur mittels transienter Uberexpression durchgefiihrt wurden und Caspase-8-defiziente
Zéllen vollkommen resistent gegentiber TNF-induzierter Apoptose sind, bedarf es weiterer Ex-
perimente zur Klarung dieses Signalweges. Das zuletzt beschriebene Molekll, das mit TNF-RI
interagiert, ist SODD (Jiang et al., 1999). Es enthélt selbst keine DD, bindet aber an die DD von
TNF-RI und verhindert so die Aggregation nicht stimulierter Rezeptoren. Nach Stimulation
dissoziiert SODD vom TNF-RI ab, so dal3 sich ein DISC bilden kann. Spéter assoziiert SODD
wieder mit dem Rezeptor, um das Todessignal abzuschalten (Jiang et al., 1999).
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Einige Zdllinien zeigen gegenuber TNF-RI-vermittelter Apoptose Resistenz, die jedoch
durch Cycloheximid oder Actinomycin D Uberwunden werden kann (Holtmann et al., 1988).
Dies 1&8% darauf schlief3en, dald die Resistenz von der aktiven Transkription/Trandation be-

stimmter Faktoren abhangt. Dabel wird vor dlem NF-kB diskutiert, dem neben einer inflam-
matorischen auch eine anti-apoptoti sche Funktion zugeschrieben wird (Wallach et al., 1999). So
sengitiviert die Inhibition von NF-xB gegeniber TNF-induzierter Apoptose (Beg et al., 1996;

Wang e al., 1996; Levkau et al., 1999), wohingegen Aktivierung von NF-xB Apoptose
supprimiert (Van Antwerp et a., 1996; Levkau et al., 1999).
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Abbildung 5: Die Signaltransduktion anderer Apoptose-induzierender Rezeptoren.
Schematische Ubersicht iber die Signalwege der anderen Todesrezeptoren. Die Todesdoméneist in rot, die Todes-
effektordoméne in blau, die CARD-Doméne in orange und die TRAF-Doméne in griin dargestelIt.

Uber die biologische Funktion von DR3 und DR6 ist noch relativ wenig bekannt. DR3
scheint auf solche Gewebe beschréankt zu sein, die reich an Lymphozyten sind, und spielt
moglicherweise eine Rolle in ihrer Homdostase (Chinnaiyan et al., 1996a; Bodmer et al.,
1997). Da DR3 in Struktur und beztglich der bindenden Adaptormolekile dem TNF-RI ver-

gleichbar (D'Souzaet al., 1996) und ferner in der Lage ist, Apoptose auszul dsen sowie NF-xB

zu aktivieren (Chinnaiyan et al., 1996a; Bodmer et al., 1997; Kitson et al., 1996; Marsters &
al., 1996b; Screaton et a., 1997), wird postuliert, dal3 DR3 &hnliche Signalwege ausl6st wie
TNF-RI (Peter et al., 1998).

Auch fur TRAIL kommt eine Rolle in der Regulation des Immunsystems in Betracht
(Marsters et al., 1996a). Zudem hat TRAIL eine anti-tumorale Wirkung. So werden Tumor-
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zdlinien effizient get6tet, wahrend untransformierte Zellen resistent zu sein scheinen (Walczak
et al., 1999). Uber die Rolle von FADD in der Signaltransduktion der TRAIL-Rezeptoren liegen
widerspriichliche Berichte vor (Marsters et a., 1996a; Walczak et al., 1997). Allerdings konnte
gezeigt werden, dal3 Caspasenaktivierung in der Signaltransduktion der TRAIL-Rezeptoren eine
Rolle spidt (Mariani et al., 1997). Neuere Studien belegen, dal3 sowohl FADD ds auch
Caspase-8 in den DISC von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 rekrutiert werden und fur TRAIL-
induzierte Apoptose essentiell sind (Bodmer et al., 2000; Sprick et al., 2000; Kischkel et al.,
2000).

4.8 Regulation und Inhibition der Signaltransduktion der Todesrezeptoren

Neben den Proteinen der Bcl-2-Familie sind weitere Proteine beschrieben worden, die
regulatorisch in die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose eingreifen.

4.8.1 Caspase-Inhibitoren

Verschiedene Viren bestzen spezidiserte Proteine, die die Funktion der Caspasen
inhibieren kdnnen. Die bekanntesten Beispiele sind CrmA (cytokine response modifier A) des
Kuhpockenvirus und p35 des Bakulovirus (Ekert et al., 1999). CrmA ist ein Serpin-dhnliches
Molekil. Serpine, Inhaltsstoffe vider Schlangengifte, sind Polypeptidsubstrate, die nach der
Spatung durch Proteasen stabil an das aktive Zentrum binden und somit das Enzym
inaktivieren. CrmA ist in der Lage, ene Vidzahl verschiedener Apoptoseformen, so auch
CD95- oder TNF-vermittelte Apoptose, zu inhibieren (Tewari et al., 1995; Enari et al., 1995;
Losetd., 1995; Miura et al., 1995). p35 hat die Aufgabe, durch Bakuloviren infizierte Zdllen
vor Apoptose zu schitzen. Der Wirkmechanismus von p35 ist dhnlich wie der der Serpine, ob-
wohl es nicht zu dieser Klasse von Proteinen gehort. Nach der Spaltung des Proteins durch
Caspasen an der Sequenz DQMDILG (Xue e a., 1995; Bertin et a., 1996) verbleiben die
Spaltprodukte am Enzym und dissoziieren nur sehr langsam ab. Auch p35 vermag CD95- und
TNF-vermittelte Apoptose zu inhibieren (Beidler et al., 1995).

In einer Suche nach p35-ahnlichen Proteinen wurde eine neue Familie von Apoptose-
inhibitoren entdeckt, die IAP (Inhibitor of Apoptosis) genannt wurde (Deveraux et al., 1999).
Neben drei viralen Proteinen dieser Familie, sind IAPsauch in S cerevisiae, D. melanogaster,
C. elegans und Saugetieren, darunter sechs im Menschen, beschrieben worden. |APs besitzen
eine Zinkfinger-ahnliche Doméne, die RING-Finger genannt wird und ein C/H-Motiv am N-
Terminus, das as BIR-Moativ (Baculovirus |AP Repeat) bezeichnet wird (Roy et a., 1997;
Deveraux et al., 1997). Einige humane |APs verfiigen zudem noch tber eine CARD-Domane
(Roy et al., 1997). Uber den Mechanismus der Apoptoseinhibition durch humane IAPs ist noch
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relativ. wenig bekannt. Beschrieben sind direkte Wechsalwirkungen mit verschiedenen
Caspasen, darunter Caspase-3, -9 und -1 (Roy et a., 1997; Deveraux et a., 1997). Ferner wird
eine Assoziation von |APs an den TNF-RII-Signalkomplex berichtet (Rothe et al., 1995; Liston
et a., 1996). Die physiologische Bedeutung der 1APs ist weitgehend ungeklart; diskutiert wird
eine Rollein der neuronalen Apoptose (Deveraux et a., 1999; Duckett et al., 1996).

4.8.2 FLIPs

Eine weitere Familie von viralen Apoptoseinhibitoren enthdt zwei aufeinander folgende
DEDs. Aufgrund dieser Struktureigenschaft wurden die Mitglieder dieser Familie v-FLIPs (vird

ELICE inhibitory proteins) genannt (Thome et al., 1997). V-FLIPs werden von y-Herpesviren

wie dem equinen Herpesvirus-2 (EHV-2), dem bovinen Herpesvirus-4 (BHV-4), dem
Herpesvirus Saimiri (HV'S), dem Kaposi-Sarkom-assoziierten humanen Herpesvirus-8 (HHV -
8), sowie dem humanen Molluscum Contagiosum Virus (MCV) exprimiert (Thome et a., 1997;
Hu et al., 1997a; Bertin et al., 1997).

In vitro-Bindungsstudien sowie die Untersuchung von v-FL 1 P-Uberexprimierenden Zel-
len ergaben fir verschiedene v-FL1Ps Wechsalwirkungen mit FADD bzw. Caspase-8 (Thome et
a., 1997; Hu et a., 1997a; Bertin et al., 1997). Allerdings sind die Ergebnisse teils wider-
spriichlicher Art: So konnte in vitro und in transienter Uberexpression keine Interaktion zwi-
schen dem v-FLIP E8 aus EHV-2 und FADD detektiert werden (Hu et al., 1997a; Bertin et al .,
1997), wahrend in stabil Uberexprimierenden Zellinien das Protein im DISC gefunden werden
konnte, einhergehend mit reduzierter Rekrutierung von Caspase-8 (Thome et al., 1997). V-
FLIPssind in der Lage, Todesrezeptor-vermittelte Apoptose zu inhibieren (Thome et al., 1997,
Hu et al., 1997a), ein Indiz fur dnliche Signawege in alen Todesrezeptoren. Als biologische
Funktion der v-FLIPs wird eine Protektion der Zdlen in der spéten lytischen Phase, in der die
Zdlen mit Viren Uberladen sind, diskutiert. Die Funktion dieser Proteine entspricht damit also
der von p35, |APs oder des viralen Bcl-2-Homologen E1B19 (Thome et al., 1997).

Zu den v-FLIPs wurde ein humanes Homolog gefunden, das als c-FLIP/Casper/I-
FLICE/FLAME-Y/CASH/CLARP/MRIT/Usurpin bezeichnet wird (Irmler et al., 1997b; Shu &
al., 1997; Hu et a., 1997b; Srinivasulaet al., 1997; Goltsev et al., 1997; Inohara et al., 1997,
Han et al., 1997; Rasper et a., 1998).

Multiple Splicevarianten von c-FLIP wurden berichtet, von denen allerdings nur zweli,
bezeichnet als c-FLIP_ und c-FLIP,, auf Proteinebene nachgewiesen werden konnten (Irmler et
al., 1997b; Shu et al., 1997; Rasper et a., 1998). Wahrend c-FLIPg mit einem Molekular-
gewicht von 27 kDa aus zwei Todeseffektordoméanen und einem kurzen C-terminalen Rest von
19 Aminosauren bestent und damit den viralen FLIPs dhnelt, ist c-FLIP, mit einem Molekular-
gewicht von 55 kDa homolog zu Caspase-8. Neben den beiden DEDs verfligt es Uber zwel Do-
manen, die der p18-, sowie der p10-Doméne von Caspase-8 ahnlich sind und als p20, bezie-
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hungsweise p10 bezeichnet werden. Wie Caspase-8 enthélt c-FLIP, zwischen diesen beiden
Domanen nach D376 eine Spaltstelle fir Caspasen mit der Sequenz LEVD (Irmler et al., 1997b;
Shu et al., 1997). Die konservierten Motive HG und QACQG, diein Caspase-8 an der Katalyse
beteiligt sind, finden sich allerdings nicht in c-FLIP, . Hier lauten die entsprechenden Sequenzen
RG, respektive QNYVV. Desnalbist c-FLIP, katalytisch nicht aktiv.

Zusammen mit Caspase-8 und -10 ist das menschliche Gen fur c-FLIP, das aus 13
Exons besteht, auf Chromosom 2g33-34 in einem 200 kb grof3en Cluster lokalisiert (Irmler &
al., 1997b; Rasper et al., 1998).

Zum Teil widersprichlich sind Berichte Uber Wechsaelwirkungen von c-FLIP mit ande-
ren Proteinen. Den entsprechenden Untersuchungen liegen zumeist in vitro-Methoden wie das
Hefe-Zwei-Hybrid-System oder die transiente Uberexpression des Proteins zugrunde. So
werden Interaktionen mit FADD, TRAF-1, TRAF-2, Caspase-8, Caspase-10, Caspase-3 und
Bcl-x, berichtet (Shu et a., 1997; Hu et al., 1997b; Srinivasula et al., 1997; Goltsev et al.,
1997; Inchara et al., 1997; Han et a., 1997), sowie die Fahigkeit zur Bildung von Homo-
dimeren (Srinivasula et al., 1997; Goltsev et a., 1997). Die Interaktion von c-FLIP mit FADD
konnte alerdings nicht in jeder Studie bestétigt werden (Hu et al., 1997b; Han et al., 1997),
ebenso die Bildung von c-FLIP-Homodimeren (Irmler et al., 1997b).

Auch Uber die Funktion von c-FLIP gibt es gegensétzliche Aussagen. So wurde c-FLIP
zunéchst (Shu et al., 1997) und in weiteren Studien a's proapoptotisches Molekil beschrieben
(Incharaet al., 1997; Han et al., 1997), wahrend andere Untersuchungen tber eine apoptosein-
hibierende Funktion von c-FLIP berichten (Irmler et a., 1997b; Hu et a., 1997b; Srinivasula &
al., 1997; Rasper et al., 1998; Kataoka et al., 1998). Auch eine doppelte Funktion in Abhan-
gigkeit von der untersuchten Zdlinie sowie dem Expressionsniveau von c-FLIP wurde disku-
tiert (Goltsev et al., 1997; Wallach, 1997). Eine Studie zum Verhalten stabil c-FLIP, -tberex-
primierender Zellen gegentiber verschiedenen Apoptosestimuli zeigte, dald c-FLIP, potent To-
desrezeptor-vermittelte Apoptose blockiert, nicht jedoch solche, die durch Perforin/Granzym B,

verschiedene Chemotherapeutika oder y-Strahlung ausgel0st wird (Kataoka et al., 1998). Da

jedoch alen diesen Studien Untersuchungen mit Hilfe stabiler oder transienter Uberexpression
des Proteins zugrunde liegen, ist die physiologische Situation damit noch nicht erfalét. Da die
Uberexpression von DED-enthaltenden Proteinen generell Apoptose ausldst, muB eine in
Uberexpressionsystemen beobachtete proapoptotische Funktion von c-FLIP mit Vorsicht dis-
kutiert werden (Irmler et al., 1997b; Scaffidi et al., 1999a; Siegel et al., 1998). Eine weltere

Funktion der FLIPs soll die Aktivierung von NF-xB sein (Chaudhary et al., 1999; Hu et al.,

2000).

Die geringe Expression von c-FLIP im Vergleich zu Caspase-8 legt die Vermutung nahe,
dal’ die physiologische Rolle von c-FLIP moglicherweise eher in der Regulation von Apoptose
zu suchen ist, die Uber andere Todesrezeptoren mit einer geringeren Expression als CD95 ver-
mittelt wird. Untersucht wurde in diesem Zusammenhang die Korrelation der Resistenz von
humanen Meanomzellen gegenuber TRAIL-vermittelter Apoptose mit der Expression von
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Cc-FLIP (Griffith et al., 1998; Zhang et al., 1999). Zunéchst konnte eine positive Korrelation
dergestalt festgestellt wurde, dal3 TRAIL -resistente Melanomzellinien c-FLIP in grofl3erer Menge
exprimieren als sengitive (Griffith et al., 1998). Eine weitere Studie konnte unter Verwendung
einer groferen Anzahl entsprechender Zellinien diese Korrelation alerdings nicht bestétigen
(Zhang et al., 1999). Dagegen scheint eine erhohte Expression von c-FLIP, in transformierten
gegenuber normalen Keratinocyten mit der Resistenz gegenliber TRAIL-induzierter Apoptose
einher zu gehen (Leverkus et a., 2000).

Eine weitere (patho-)physiologische Funktion wird c-FLIP in der Generation von Athe-
rosklerose zugewiesen (Sata et al., 1998). Es wurde beschrieben, dal3 die Expression von
c-FLIP_ in endothelialen Zellen unter der Wirkung oxidierten LDLs abnimmt, was zu einer ver-
stérkten Apoptose dieser Zellen flhrt.

4.8.3 Kinasen

Auch eine Rethe von Kinasen haben einen Einflud auf die Apoptose. Eine der be-
kanntesten anti-apoptotischen Kinase-Signalwege ist der Phophoinositol 3-kinase (PI3-K)-
Proteinkinase B (PKB/Akt)-Signalweg (Datta et al., 1999). PI3-K inhibiert in Th2-Klonen
direkt Caspase-8-Aktivierung am DISC und vermittelt so Resistenz gegentiber CD95-vermit-
telter Apoptose, wdhrend Thl-Klone wegen ener geringeren PI3-K Aktivitéd sensitiv sind
(Varadhachary et a., 1999). PKB wird indirekt durch PI3-K aktiviert und phophoryliert diverse
Proteine, die in der Apoptose eine Rolle spielen. So werden Bad (Datta et a., 1997; dd Peso et
a., 1997), Caspase-9 (Cardone et a., 1998) und die Forkhead-Transkriptionsfaktoren AFX
und FKHRL1 (Brunet et al., 1999; Kops &t a., 1999) durch Phosphorylierung inaktiviert. Die
PKB-vermittelte Phosphorylierung von Caspase-9 scheint nur im Menschen funktionell zu sein,
da die Phosphorylierungsstelle in der Caspase-9-Sequenz nicht evolutiondr konserviert ist
(Fujitaet al., 1999; Rodriguez et al., 2000). Auf der anderen Seite ist PKB in der Lage, durch

Aktivierung der IxB-Kinasekomplexes Apoptoseinhibitoren zu aktivieren (Ozes et al., 1999;

Romashkova et al., 1999).

Proteinkinase C (PKC) steht fir eine ganze Familie von Serin-Threonin-Kinasen. Eine
Untergruppe der PKC 103t sich durch Phorbolester, wie z. B. PMA, aktivieren (Toker, 1998).
Aktivierung von PKC durch PMA inhibiert CD95-vermittelte Apoptose (Copeland et al., 1994,
Rudert et al., 1997; Cuvillier et al., 1998), wahrend Inhibition von PKC sengtiviert (Drew et
al., 1998; Zhou et al., 1999b). Als Mechanismus der PKC-vermittelten Apoptose-Inhibition
werden die indirekte Phosphorylierung von Bad (Tan et a., 1999) und Inhibition der CD95-
Oligomerisierung diskutiert (Ruiz-Ruiz et al., 1999). Darlber hinaus kénnen bestimmte Mit-

glieder der PKC-Familie auch pro-apoptotisch wirken. So trandoziert PKCS nach Spaltung

durch Caspasen zum Mitochondrium und [6st dort den Zusammenbruch des mitochondriellen
Transmembranpotentials und die Ausschittung apoptogenischer Faktoren aus (Emoto et al.,
1995; Ghayur et al., 1996; Li et al., 1999).
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Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) vermitteln Proliferation (Seger et al., 1995),
aber auch anti-apoptotische Signale (Nishina et al., 1997; Bonni et a., 1999). Inhibition bzw.
Aktivierung von MAPK korreliert mit Sensitivierung bzw. Protektion gegentiber CD95-vermit-
telter Apoptose (Holmstrom et al., 1998; Holmstrom et al., 1999). Dies kann unter anderem
durch MAPK-abhangige Phosphorylierung von Bad erklart werden (Scheid et al., 1999; Scheid
et a., 1998).

5. Die physiologische Bedeutung der Apoptose

Apoptose spidt eine fundamentale Rolle im Organismus. Sie ist verantwortlich fir die
Homd@ostase von Geweben und die Beseitigung von alten, verletzten, mutierten oder geféhr-
lichen Zellen. Im Immunsystem ist sie der Hauptmechanismus, Uber den potentiell autoreaktive
oder nutzlose Immunzellen beseitigt werden. T-Zellen durchlaufen im Thymus die Prozesse der
positiven und negativen Selektion. Durch die positive Selektion werden T-Zelen mit T-Zdl-
Rezeptoren (TCR), die nicht mit MHC-Peptidkomplexen wechselwirken kodnnen, durch
Apoptose diminiert. Durch negative Selektion findet die Eliminierung von T-Zelen statt, deren
TCR mit Komplexen aus korpereigenen Peptiden und MHC reagiert und damit potentiell auto-
resktiv ist (von Boehmer, 1994; Fowlkes et al., 1988; Kisielow et al., 1988; Nossal, 1994,
Jenkinson et al., 1989). Die Rolle des CD95-Systems bel der Selektion von T-Zdlen im
Thymus ist unklar. Wéahrend in Ipr- und gld-Mausen (sehe unten) T-Zell-Rezeptor vermittelte
Apoptose nicht beeintréchtigt ist, konnten andere Studien eine Betelligung von CD95 an der
negativen Selektion nachweisen (Sebzda et al., 1999). Ob CD95 bei der negativen Selektion
betelligt ist, hangt mdglicherweise von der Antigenkonzentration ab (Kishimoto et al., 1998).
B-Zellen mit einem nichtfunktionellen B-Zell-Rezeptor werden - dhnlich wie T-Zdlen im
Thymus - im Knochenmark durch Apoptose beseitigt (Osmond, 1993).

Auch wéhrend einer Immunantwort ist Apoptose fur den Erhalt der Zellhomoostase
essentiell. Nach Erkennung eines gegebenen Antigens durch T-Zellen proliferieren diese und
fUhren ihre Effektorfunktionen aus. Ist das Antigen beseitigt, werden die nun Uberfllissigen,
aktivierten T-Zelen durch Apoptose eliminiert, was man as aktivierungsinduzierten Zelltod
(AICD) bezeichnet (Dhein et al., 1995; Peter et al., 1997; Combadiere et al., 1998). Dies
bezeichnet man als Deletionsphase der Immunantwort. Ihr schlief?t sich die Gedachtnisphase an.
Abbildung 6 stellt den Verlauf einer Immunantwort schematisch dar. Beim AICD spielt das
CD95/CD5L-System elne entscheidende Rolle. Die Stimulation des TCR auf bereits aktivierten
T-Zdlen fuhrt zu einer verstérkten Produktion von CD95L, und durch eine Interaktion des
CD95/CD95L-Systems werden die Zdlen durch Apoptose beseitigt (Alderson et al., 1995;
Dhein et a., 1995; Brunner et al., 1995; Ju et al., 1995). Neben dem CD95-System sollen auch
andere Apoptose-auddsende Molekile am AICD betelligt sein. Neben reaktiven Sauerstoff-
radikalen und Perforin (Hildeman et a., 1999; Spaner et a., 1999) soll TNF-R |l die Deetion
von CD8" T-Zelen vermitteln (Zheng et d., 1995). Nur Zellen, die den Prozef3 des AICD
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Uberleben, kénnen potentiell zu Gedéchtniszellen werden. Der AICD hat damit eine wesentliche
Rollein der Homdostase des Immunsystems. Wird diese Homdostase dadurch gestort, dal? der
AICD vermindert ist, kann es zu Autoimmunerkrankungen kommen. So fuhrt eine verstarkte
Expression von c-FLIP, in T- und B-Zellen zu Autoimmunitét (Van Parijset al., 1999a).

Des weiteren benutzen auch cytotoxische T-Zellen das CD95-System, um virusinfizierte
oder entartete Zielzellen zu eliminieren (Rouvier et a., 1993). Ferner scheint das CD95-System
auch an der Homoostase der Leber (Adachi et a., 1995) und dem Phé&nomen der immun-
priviligierten Organe (Barker et al., 1977; Griffith et al., 1995; Griffith et al., 1996; Stuart et
al., 1997) beteiligt zu sein.

Bel Méausen sind mehrere Mutationen beschrieben worden, die das CD95-System betref-
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer T-Zell-Immunantwort. Nach Erkennung des Anti-
gens proliferieren Antigen-spezifische T-Zellen und fuhren ihre Effektorfunktionen aus. Nach Beseitigung des
Antigens sterben T-Zellen Uber einen Mechanismus, der Aktivierungsinduzierter Zelltod (engl.: activation induced
cell death, AICD) genannt wird. Nur in dieser Phase sind T-Zellen sensitiv fir CD95-vermittelte Apoptose. Die
Deletionsphase Uberleben nur wenige T-Zellen, die dann als langlebige Gedéchtniszellen fungieren.

fen und dessen Bedeutung verdeutlichen. Der Phanotyp dieser Mé&use beinhatet die unkontrol-
lierte  Akkumulation von B220°CD4CD8-T-Zellen, was zu ener Vergroerung von
Lymphknoten und Milz und Autoimmunsymptomen fihrt. Die lpr-Mutation (fur Lympho-
proliferation) betrifft CD95, dessen Expression durch die Insertion eines Transposons in das
zweite Intron des Gens stark verringert wird (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Adachi et al .,
1993; Chu et al., 1993; Mariani et a., 1994). Bel der |pr®-Mutation wird die Signaltransduktion
von CD95 durch einen Aminosaureaustausch in der Todesdomane verhindert (Matsuzawaet al .,
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1990), was wiederum die Bedeutung dieser Domane fir die Signaltransduktion des Rezeptors
verdeutlicht. In gld-Mausen (fur generalized lymphoproliferative disease) ist CD95L betroffen.
Ein Aminosaureaustausch im extrazelluldren Bereich des Proteins verhindert die Bindung des
Liganden an den Rezeptor (Takahashi et al., 1994a). Auch beim Menschen wurden &hnliche
Mutationen des CD95-Systems beschrieben (Fisher et a., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Se
fUhren zu der Ausbildung eines Autoimmun-Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS), welches
eine massive Lymphadenopathie, die Akkumulation von nicht-malignen T-Zellen und Anzeichen
von Autoimmunitét beinhaltet (Jackson et al., 1999).

Stoérungen des CD95-Systems kdnnen zudem an der Entwicklung von weiteren Krank-
heiten beteiligt sein. Eine vermehrte Apoptose trégt zur Depletion von CD4*-T- Zellen be AIDS
bei. T-Zdlen HIV-1-infizierter Patienten zeigen eine erhthte Expression von CD95 (Debatin &
a., 1994; McCloskey et a., 1995) und reagieren senditiver auf die Stimulation von CD95
(Katsikis et al., 1995). Zudem wurde ein weiterer Mechanismus identifiziert, der nach HIV-1-
Infektion zu einer erhdhten Sengitivitét von nichtinfizierten T-Zellen gegentber AICD fihrt
(Westendorp et al., 1995; Li et al., 1995). Dementsprechend kommt dem CD95-System eine
wichtige Rolle bei AIDS zu. Allerdings wurden auch CD95-unabhangige Mechanismen be-
schrieben, die zur verstérkten Apoptose bei AIDS beitragen konnen (Gandhi et al., 1998;
Berndt et al., 1998). Das virde Protein R (vpr) beispielsweise induziert Apoptose durch
Aktivierung von Caspasen und Mitochondrien (Stewart et al. 2000, Jacotot et al. 2000).

Im Gegensatz dazu ist Apoptose bei Krebs in transformierten Zellen oft vermindert. So
sind verschiedene Mechanismen beschrieben worden, wie sich Krebszellen vor Apoptosein-
duktion durch das Immunsystem schiitzen. Einige dieser Mechanismen involvieren auch das
CD95-System (Hahne et al., 1996; Strand et al., 1996). Tumorzdlen, die stabil mit v-FLIP
oder c-FLIP, transfiziert sind, haben einen Wachstumsvorteil in vivo (Medema et al., 1999;
Djerbi et al., 1999). Ferner scheint das CD95-System bei der krankhaften Entwicklung von
Leberschéden (Galle et al., 1995; Kondo et al., 1997; Strand et al., 1998), neurodegenerativen
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (D'Souza et al., 1996; Strand et al., 1998) und ver-
schiedenen Autoimmunerkrankungen (Giordano et a., 1997) beteiligt zu sein.
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6. Aufgabenstellung

Apoptose spielt eine bedeutende Rolle bel der Ontogenese und Homdostase von mehrzelligen
Organismen. CD95 ist einer der wenigen bislang identifizierten Rezeptoren, die direkt Apoptose
ausl 6sen konnen. CD95-vermittelte Apoptose ist unter anderem von entscheidender Bedeutung
bei der HomoOostase des Immunsystems. Fehlregulationen im CD95-System tragen zur Ent-
stehung von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen, Krebs oder AIDS bel.

Da CD95 selbst keine enzymatische Aktivitét besitzt, wird das Todessignal nach Aktivierung
des Rezeptors durch Anlagerung von cytosolischen Signamolekilen Ubertragen. Durch
Bindung des CD95-Liganden wird CD95 oligomerisiert, und es bildet sich ein Tod-induzieren-
der Signakomplex (engl.: DISC). Die Fahigkeit, einen DISC zu bilden, ist in verschiedenen
Z€lltypen unterschiedlich. Typ I-Zellen bilden den DISC effizient, Typ I1-Zellen dagegen zeigen
nur eine geringe DISC-Bildung. Aufgrund dieser geringen DISC-Bildung sind Typ |I-Zélen
von Mitochondrien as Verstérker der Apoptose abhéngig. Deshab &% sich CD95-vermittelte
Apoptose in Typ I1-Zellen durch Bcl-2 inhibieren.

In dieser Arbeit sollten Regulationsmechanismen der CD95-Signaltransduktion identifiziert
werden. Es stellte sich die Frage, ob neben der unterschiedlichen DISC-Bildung und der Bcl-2-
Inhibierbarkeit CD95-vermittelter Apoptose noch weitere Unterschiede zwischen Typ |- und
Typ l1-Zellen vorhanden sind. Ein weiterer Ansatz war, die Typ I-/Typ II-Charakteriserung
unter mehr physiologischen Bedingungen zu bestétigen. Dabel war vor dlem die Frage zu
kléren, ob die beschriebenen Regulationsmechanismen der CD95-Signatransduktion im
Rahmen der T-Zdl-Immunantwort eine physiologische Relevanz besitzen. Weiterhin sollte die
Rolle und der Mechanismus von c-FLIP, in der Inhibition von CD95-vermittelter Apoptose in
Typ I- und Typ lI-Zelen untersucht werden. Die Klarung dieses Mechanismus konnte Auf-
schluf? dartiber geben, ob c-FLIP, therapeutisch einsetzbar wére, um Zellen resistent gegentiber
Todesrezeptor-vermittelter Apoptose zu machen. DarUber hinaus sollte evaluiert werden, warum
Typ I-Zellen einen DISC bilden kénnen, Typ 11-Zellen aber nicht.
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I[I. Mateial und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien
Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Serva (Heidelberg), Fluka
(Neu-Ulm), Sigma (Munchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen. Radioaktive
Reagenzien wurden von der Firma Amersham-Buchler (Braunschweig) bezogen.
1.2 Haufig verwendete Puffer
DNA-Probenpuffer (10 x):  50°% (v/v)  Glycerol

0,42°% (w/v) Bromphenolblau

0,42°% (w/v) Xylencyanol

Nicolettipuffer: 0,1°% (w/v) Natriumcitrat
0,1°% (w/v) Triton X-100
50 pg/ml Propidiumiodid

Lysepuffer (Eukaryonten): 150°mM NaCl
30°mM Tris-HCIL, pH = 7,5
I'mM PMSF
10°% (w/v)  Glycerol
1°% (wW/v) Triton X-100
0,5 ug/ml Antipain
0,5 ug/ml Chymostatin A
0,5 ug/ml Leupeptin
0,5 pug/ml Pepstatin
(F r Phosphorylierungsstudien zus tzlich noch)
10°mM NaF

1°'mM Na-orthovanadat
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PBS: 137°'mM NaCl

8, 1 0l'nM NazHPO4

2,7"'mM KCl

1,5'mM KH,PO, pH=174
TBE (10 x): 0,45 M Tris

045 M Bors ure

10°mM EDTA pH = 8,3
TE: 10°'mM Tris

I'mM EDTA pH=7,5
Probenpuffer reduz. (5 x): 50°% (v/v)  Glycerol

10°% (w/v)  SDS

50°mM Tris, pH = 6,8

25%% (v/v)

B-Mercaptoethanol

0,25°'mg/ml ~ Bromphenolblau
Sammelgel (5°%): 24°mM Tris-HCL, pH = 6,8
5°% (w/v)  Acrylamid
0,1°% (w/v) SDS
0,1°% (w/v) APS
0,1°% (w/v) TEMED
Trenngel: 37,5°'mM Tris-HCI, pH = 8.8

7,5-15 % (w/v)Acrylamid
0,1°% (w/v) SDS
0,03°% (w/v) APS
0,1°% (w/v) TEMED
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Laufpuffer (SDS-PAGE): 25'mM Tris-Base
0,19°M Glycin
1°% (w/v)  SDS

Fixierl sung 20°% (v/v)  Methanol
10°% (v/v)  Essigs ure

Transferpuffer: 25'mM Tris

(Western Blot) 0,19°M Glycin
20°% (v/v) Methanol
0,037 % (w/v)SDS

Weitere L sungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgef hrt.

1.3 Biologisches Material

1.3.1 Bakterienstamme

E.coli Stamm Verwendung Referenz, Bezugsquelle
XL1 blue Vermehrung von Plasmiden Stratagene

SuRE Vermehrung von Plasmiden Stratagene

DH5o vermehrung von Plasmiden Clontech

TOP10 Vermehrung von Plasmiden Invitrogen

BL21 Produktion von Fusionsproteinen Novagen

BL21 (DE3) Produktion von Fusionsproteinen Novagen
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1.3.2 Eukaryontische Zellen

Zellinie Herkunft

SKW6.4 humane B-lymphoblastoide Zellinie

BJAB EBV-negative Burkitt- hnliche
lymphoblastoide Zellinie (human)

Raji Burkitt-Lymphomzellinie (human)

HuT78 humane T-Zell-Leuk mie-Linie

Jurkat humane T-Zell-Leuk mie-Linie

H9 humane T-Zell-Leuk mie-Linie

CEM humane T-Zell-Leuk mie-Linie

HT29 humane Colonkarzinomzellinie

HepG2 humane Hepatomazellinie

MCF7 humane Brustkarzinomzellinie

U937 humane monozyt re Zellinie

HelLa humane Cervixkarzinomzellinie

293T humane embryonale Nierenzellinie

KYM-1 Myorhabdosarkom Zellinie (human)

SCLC 22H Kleinzellige Lungenkarzinomzellinie
(human)

NCI N592 Kleinzellige Lungenkarzinomzellinie

SKW6-neo, -Bcl-2

Jurkat-neo, -Bcl-2
CEM-neo, -Bcl-x;.

BLAB-K20, -K88

BL-60

K50

Ag8
CV-1/EBNA

(human)

humane B-lymphoblastoide Zellinie mit
BCL-2 oder Vektor transfiziert

Jurkat mit BCL-2 oder Vektor transfiziert

humane T-Zell-Leuk mie-Linie mit BCL-
xp oder Vektor transfiziert

BJAB mit unterschiedlichem
Glykosylierungsstatus

Burkitt Lymphom Zellinie
BL-60 mit CD95 transfiziert
Myelom Zellinie

Nierenepithelzellinie (Afrikanische Gr ne
Meerkatze)
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1.4 Nahrmedien

1.4.1 Medien fur die Zellkultur

Pulverisierte Zellkulturmedien RPM1 1640, DMEM und DMEM-F12 wurden von den Firmen
Gibco BRL (Eggenstein) bzw. Sigma (Delsenhofen) bezogen und nach Herstellerangaben in
pyrogenfreiem Wasser gelost. Die Medien wurden sterilfiltriert und anschlief3end bei 4°C
gelagert. Vor der Verwendung wurden die Medien mit folgenden Zusatzen supplementiert:

10 % (v/iv) FCS BRL, Eggenstein
10 mM HEPES BRL, Eggenstein
50 pg/mi Gentamicin BRL, Eggenstein

Folgende Antibiotika oder Zusétze wurden zur Selektion von eukaryontischen Zellen eingesetzt:

Antibiotikum Hersteller
Geneticin, Na-Salz (G418) Sigma, Deisenhofen
Puromycin Sigma, Deisenhofen

Fur die Markierung von Zellen wurden folgende Mangel medien verwendet:
[*S]-Methionin/Cystein Markierung: RPMI-Mangelmedium (Gibco BRL, Eggenstein; Kat.
Nr.:51871-010), komplettiert mit alen fehlenden Bestandteilen auf3er Methionin und Cystein.

1.4.2 Medien fur Bakterien
LB-Medium: 10°g/l Caseinhydrolysat
5°%¢/l  Hefeextrakt

10°g/l NaCl
pH’7,2 mit 1°N NaOH eingestellt

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugeftgt.
Fur die Herstellung von Selektionsmedien wurde Ampicillin (100 ug/ml) zugegeben.
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1.5 Antikoérper

Alle verwendeten Antikorper sind gegen menschliche Proteine gerichtet. Sowelt nicht anders
vermerkt, handelt es sich um monoklonale Antikdrper aus der Maus.

Name Antigen Herkunft, Referenz

anti-APO-1 CD95 Trauth et al., 1989

(IgG3 und IgG1)

C-20 CD095 (AS 316-335: Santa Cruz Biotechnology,

(Kaninchen, polyklonal) KDITSDSENSNFRNEIQSLV) Heidelberg

B-10 (IgG1) CD95 (AS 316-335: Santa Cruz Biotechnology,
KDITSDSENSNFRNEIQSLV)  Heidelberg

3D5 (IgGl) CD95 (Todesdom ne) Alexis Biochemicals,

Schweiz
HF-1 CD95 (intrazellul rer Teil) Dr. S. Nagata, Japan

(Kaninchen, polyklonal)
FI123 (IgG3)
IgG1 Kontrollantik rper

C15 (IgG2b)
anti-FADD (IgG1)

NF6 (IgG1)

anti-c-FLIP

(Kaninchen, polyklonal)
anti-Bid

anti-Cytochrom ¢ (IgG2b)

Bel-xp

(Kaninchen, polyklonal)
anti-IgG1, HRPO
(Ziege, polyklonal)
anti-IgG2a, HRPO
(Ziege, polyklonal)
anti-IgG2b, HRPO
(Ziege, polyklonal)

anti Kaninchen , HRPO
(Ziege, polyklonal)

unbekannt
unbekannt

Capsase-8

p18 Untereinheit

FADD

c-FLIP

c-FLIP (AS 190-209:
IQKSLKDPSNNFRLHNGRS)
Bid

Cytochrom ¢ (AS 93-104)
Bcel-xp

Maus 1gGl

Maus IgG2a

Maus IgG2b

Kaninchen IgG

Trauth et al., 1989
Pharmingen, San Diego,
USA

Scaffidi et al., 1997

Transduction Laboratories,
Lexington, USA

Scaffidi et al., 1999a
Scaffidi et al., 1998a

Dr. J. Yuan, USA
Pharmingen, San Diego,
USA

Transduction Laboratories,
Lexington, USA

Southern Biotechnology,
Birmingham, USA
Southern Biotechnology,
Birmingham, USA
Southern Biotechnology,
Birmingham, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
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1.6 Molekularbiologische Materialien

1.6.1 Vektoren

Name Verwendungszweck Bezugsquelle

pcDNA3 eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen

pEFrsFLAG eukaryontischer Expressionsvektor Dr. A. Strasser, WEH]I,
mit FLAG-Epitop Tag Australien

pGEX 4T-1, 2,3 prokaryontischer GST-Fusionsprotein Pharmacia Biotech
Expressionsvektor

pRSET A, B, C  prokaryontischer 6His-Fusionsprotein Invitrogen

Expressionsvektor

1.6.2 Enzyme und Kits

Es wurden folgende Enzyme verwendet:

Enzym

Bezugsquelle

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
(CIAP)

RNase (DNase frei)

Pfu DNA Polymerase

Trypsin EDTA L sung

T4 Polynukleotidkinase

T4 DNA Ligase

New England Biolabs, Schwalbach

Boehringer, Mannheim
Promega, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
MBI Fermentas

MBI Fermentas

Die verschiedenen Restriktionsenzyme wurden von Boehringer Mannheim und MBI Fermentas

bezogen. Fir die in vitro-Trangation von Proteinen wurde das TNT® gekoppelte Reticulozy-

tenlysat System von Promega verwendet.

1.7 Gerate

Gert Hersteller
Autoradiographieh llen Rego
Blotapparatur Semi-Dry 20x 25 cm CTI

Brutschrank Stericult Inkubator
Durchflu§zytometer FACScan

Forma Scientific
Becton Dickinson

Elektroporationsger t Gene Pulser 11 Biorad
ELISA-Reader SLT Labinstruments
Gefrierschr nke: -20;C Liebherr

-80;C Forma Scientific
Geiger-M ller-Z hlrohr 900 Series
Gelelektrophoresekammer Horizon 11.14 Gibco BRL
Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE CTI



1l. Material und Methoden

Heizbad K ttermann
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf
Mikroskope: Lichtmikroskop ID 02 Zeiss
Phasenkontrastmikroskop Leitz
Labovert FS
Mikrowellenger t HMG730B Bosch
Minigelelektrophoresekammer Biorad
Netzger t Electrophoresis Power Renner
Supply Consort 865
pH-Meter Calimatic LHD Labortechnik
Photoeinheit: UV-FI chenstrahler Konrad Benda
Kamera RAI Kaiser
Video Graphic Printer UP-  Sony
860 CE
Photometer U-1100 Hitachi
Quarzk vetten Suprasil Hellma
R ntgenfilmentwicklungsger t Agfa-Gevaert
Curix 160
Sch ttelinkubator Certomat HK Braun
Szintillationsz hler LHD Labortechnik
Vakuumrotationsverdampfer Bachofer
100H
Sterilarbeitsplatz SG600 Baker Company
Waagen: Analysenwaage AE 240 Mettler
Pr zisionswaage PE 3600  Mettler
Z hlkammer Neubauer HBG
Zentrifugen: Biofuge A Heraeus
Biofuge Fresco Heraeus
Megafuge 1.OR Heraeus
Omnifuge 2.0RS Heraeus
Centrifuge 5402 Eppendorf

Sorvall RC 3B PLUS, 5C  DuPont
PLUS
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2. M ethoden

2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung hoherer Zellen erfordern sterile Bedingungen, um Kontamina

tionen mit Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden, und wurden daher in Zellkulturlabors an

spezidlen Sterilarbeitspldtzen durchgefthrt. Darlber hinaus wurden ausschlieldich gamma

bestrahlte Zdlkulturmateriaien wie Kulturschalen, Kulturflaschen, Pipetten und Zentrifugen-

rohrchen der Firmen Renner, Falcon (Becton Dickinson), Greiner und Nunc verwendet. Die

verwendeten Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert (siehell. 1.3.1)

RPMI 1640 Medium: SKW6.4; BJAB; Raji; Jurkat; Hut78, H9; CEM; HT29; HepG2; MCF7,
KYM-1; U937; SCLC 22H; NCI N592, Ag8

DMEM Medium: Hela; 293T

DMEM-F12 Medium: CV-1/EBNA

Trandfizierte Zellen wurden mit folgenden Zusétzen kultiviert:

BJAB-Kontrolle, BJAB-cFLIP,: 1 ug/ml Puromycin

CEM-Vekt., CEM- cFLIP,: 0,5 ug/ml Puromycin
CEM-neo, CEM-Bcl-x, : 1 mg/ml Geneticin

Jurkat-neo, Jurkat-Bcl-2: 200 pg/ml Geneticin
SKW6-neo, SKW6-Bcl-2: 1 mg/ml Geneticinin DMEM

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-Pré&paration im Mini-Mal3stab

1,5ml einer Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurden abzentrifugiert
(2 min, 5000 rpm, 20°C) und das Pdllet in 500 Wl STET-Puffer (8 % Sucrose, 0,5 % Triton
X-100, 50 MM EDTA, 10 mM Trig/HCI, pH 8) resuspendiert. Durch Zugabe von 50 pl
Lysozym-L 6sung (50 mg/ml) wurden die Bakterien 3 min bei RT lysiert. Danach wurde fir 90
sek. bel 95 °C inkubiert, um Proteinen zu denaturieren, und die Debris abzentrifugiert (5 min,
13000 rpm). Das Pellet wurde mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt. Anschlief3end wurde die

Plasmid-DNA mit 0,5 ml Isopropanol und 50 ul Ammoniumazetat (8 M) prazipitiert und sofort

abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Das Pdlet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, im
V akuum getrocknet und danach in 30 pl TE oder sterilem Wasser geldst. Um RNA-Kontami-
nationen zu eliminieren, wurde 1 pl (500 pg/ml) DNase-freie RNase zugegeben.
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Plasmid-Pré&paration im Maxi-M al3stab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Mal3stab wurde mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit
durchgefihrt. Dafur wurden 400 ml LB-Medium in einem 1 I-Fernbachkolben mit 100 pg/ml
Ampicillin versetzt und mit 500 pl einer exponentiell wachsenden Bakterienkultur oder einer
Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte angeimpft. Nach Inkubation Gber Nacht bei 37°C unter
Schiitteln wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert (Sorval GS-3, 10 min, 5000 rpm,
4°C) und die Bakterien in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien wurden
10 ml des Lysepuffers P2 zugegeben, und das Gemisch wurde 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 10 ml eiskaltem Puffer P3 wurden Proteine und chromosomale
DNA gefédlt, es wurde 20 min in Eis inkubiert und dann abzentrifugiert (Sorvall SS-34,
30 min, 20000 x g und 4°C). Der Uberstand wurde auf eine Anionentauschersiule (Qiagen-
tip 500) aufgegeben, die zuvor mit 15 ml Puffer QBT &quilibriert worden war, wobei die
Plasmid-DNA unter den gegebenen pH- und Salzbedingungen an die Sdulenmatrix gebunden
blieb (1,6 M Salz, pH = 7,0). Nach zweimaligem Waschen mit je 30 ml Puffer QC wurde
die Plasmid-DNA mit 15ml Puffer QF in en 50 ml-Roéhrchen euiert und mit
0,7 Volumeneinheiten Isopropanol geféllt. Nach Zentrifugation (Heraeus Varifuge, 30 min,
6000 rpm, 4°C) wurde das DNA-Pdllet in 5 ml eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Die
DNA wurde anschlief3end im Vakuum getrocknet und in 200 i TE gelGst. Nach photo-
metrischer Konzentrationsbestimmung wurde diese durch Zugabe von TE auf 1 mg/ml ein-
gestellt und die DNA bel - 20°C gelagert.

2.2.2 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenresktion (PCR) |83 sich ein definierter Nukleinsdureabschnitt
selektiv vervielfaltigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Temperaturéanderungen, welche
optimale Bedingungen fur verschiedene Reaktionen zur Verfiigung stellen. Im ersten Schritt
hybridiseren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der hitzedenaturierten einzelstréngigen
DNA zu einem doppel strangigen Startpunkt fir die DNA-Polymerasen, welche dann im zweiten
Schritt doppelstréngige DNA aus der einzelstrangigen Vorlage synthetisieren. Durch Hitze-
einwirkung trennen sich die komplementéren Einzelstrdnge im dritten Schritt und konnen
schliefdich erneut mit den Primern hybridisieren, so dal3 sich bei jedem Zyklus die Zahl der zur
Verfligung stehenden Vorlagen verdoppelt. Dazu wurde je Reaktion folgender Ansatz benutzt:

10x PCR-Puffer
Desoxynukleotide (je 10"mM)
Primer 1 (100°pmol)

——
o o o
—_— —

1°1 Primer 2 (100°pmol)
20 ng Template DNA
1°1 Pfu DNA-Polymerase

ad50°1  H,O
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Der Ansatz wurde mit 50° | Mineral | berschichtet und die PCR wie folgt durchgef hrt:

Start 4°min bei 94;C
25-35 Denaturierung 1°min bei 94;C
Zyklen Annealing 1°min bei 56;C

Elongation I°min bei 72;C
Termination 5°min bei 72;C

2.2.3 Restriktionsspaltung von DNA

Es wurden etwa 1 - 2 ug Plasmid-DNA aus Mini- bzw. Maxiprdparation mit 2 U einer Re-

striktionsendonuklease im vom Hersteller angegebenen enzymspezifischen Puffer flr
mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen Fragmente konnten anschlief3end in
einem Agarosegel aufgetrennt werden.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsauren

Durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-Fragmente konnen im ana
lytischen Agarosegel (TBE/1 % Agarose/0,00001 % Ethidiumbromid) mittels Elektrophorese
ihrer Grof3e entsprechend aufgetrennt werden. Dazu wurden sie mit DNA-Probenpuffer ver-
sehen, in Geltaschen pipettiert und 60 -120 min bel 80 V aufgetrennt. Zur Kalibrierung des
Gels wurde neben die zu untersuchenden Proben ein DNA-Molekulargewichtsmarker mit
definiertem Fragmentgemisch aufgetragen.

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung (A = 254 nm)

sichtbar gemacht und photographiert. Ethidiumbromid interkaliert sequenzunspezifisch in
doppel strangige DNA-Molekile und fuhrt so durch Anregung mit UV-Licht zu orangefarbener
Fluoreszenz.

2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Fur die Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Ge zum Zwecke der weiteren Klonierung
wurde der Gel-Extraction-Kit von Qiagen entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

2.2.6 Dephosphorylierung und Ligation von DNA

Far die Verwendung von geschnittener Vektor-DNA fir eine Ligation kann diese durch ene
Phosphatase behandelt werden, um die endstéandigen Phosphatgruppen abzuspalten. Dies ver-
hindert eine intramolekulare Religation des Vektors. Dazu wurde zu einem Restriktionsverdau
10 U des Enzyms CIAP (Calf intestinal alkaline phosphatase) zugegeben und dieser fir weitere
30 min bei 37°C inkubiert.
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Fur die Ligation wurde geschnittene Vektor-DNA mit der zu inserierenden DNA gemischt, so
dal3 eine etwa dreifach hthere Konzentration der Insertionss-DNA vorlag. Dieses Gemisch
wurde in Ligationspuffer mit 2 U T4-DNA-Ligase fur 1 Stunde bel Raumtemperatur oder fir 16
Stunden bel 14°C inkubiert und anschlieflend fur die Transformation von kompetenten
Bakterien verwendet.

2.2.7 Transformation von Bakterien

Chemokompetente Bakterien
Durch Transformation wurde Plasmid-DNA zwecks Amplifikation in Bakterien eingebracht.
Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten kompetente Bakterien des E.coli-

Stammes XL1 blue oder TOP10. Fur die Transformation wurden jeweils 100 ul kompetente

Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und 1 - 5 ul DNA-LAsung (ca. 100 - 200 ng DNA)

zugefugt. Esfolgte eine drei SigminUtige Inkubation auf Eis. Kurzes Erhitzen auf 42°C (fur 90-
120 s) und zweiminitiges Abkihlen auf Eis fuhrten zur Permeabilisierung der Bakterien-

zellwand fur DNA-Molekile. Die Reaktionsansétze wurden anschlief3end mit je 900 pl anti-

biotikafreiem LB-Medium versehen und 30 min bei 37°C zur Induktion der Antibiotika
resistenzen inkubiert. Die Selektion auf plasmidtragende Bakterien erfolgte in Petrischalen mit
antibiotikahaltigem LB-Agar Y.N. bei 37°C. Die DNA mehrerer makroskopisch sichtbarer
Kolonien wurde am darauf folgenden Tag mittels Minipréparation gewonnen und zur Kontrolle
des enthatenen Plasmids einer Redtriktionsanalyse unterworfen. Die Plasmid-DNA eines
positiven Klons wurde schliefdich in gréfierem Mal3stab mittels Maxipréparation gewonnen und
fr weitere Experimente eingesetzt.

Elektrokompetente Bakterien
Zur Transformation mittels Elektroporation wurden Bakterien des E.coli-Stammes SURE oder

DH5a verwendet. Jeweils 100 ul kompetente Bakterien wurden mit mit 100-200 ng Plasmid
DNA gemischt. Die Transformation erfolgte im Gene Pulser (Biorad) bei 2500 V, 200 Q und
25 uF. Dann wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C in LB-Medium inkubiert und anschlief3end auf

LB-Agar, der mit entsprechendem Antibiotikum versetzt war, Uber Nacht kultiviert. Die
Analyse positiver Klone erfolgte wie bei der chemischen Transformation.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Préaparation primarer humaner T-Zellen

Alle Waschschritte wurden mit sterilem PBS oder RPMI ohne FCS durchgeftihrt.

500 ml Vollblut wurden mit 1 ml Heparin (Braun, Melsungen) versetzt, um die Gerinnung des
Blutes zu vermeiden. Je 15 ml Ficoll (Biochrom, Berlin) wurden mit 30 ml Blut langsam ber-
schichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20° C/ohne Bremse). Die Leukozyten wurden
abgenommen, zweima gewaschen (1000 rpm/10 min/20° C/Bremse auf Stufe 6 und 900
rpm/10 min/20° C/Bremse auf Stufe 2) und in 200 ml RPMI/FCS aufgenommen. Anschlief3end
wurden Monozyten und Makrophagen, d. h. adhérente Zellen depletiert, indem die Zellen auf 2
grofde Kulturflaschen vertellt und mindestens 1 h im Brutschrank inkubiert wurden. Nicht
adhérente Zellen, d. h. die Lymphozyten, wurde abgenommen und zentrifugiert (1200 rpm/10
min/20° C). Die Lymphozyten wurden mit RPMI/FCS auf 8x 10° Zellen/ml eingestellt und 1:1
mit 2% AET-Erythrozyten (s.u.) gemischt (Rosettierung). Das Gemisch wurde zentrifugiert
(1000 rpm/10 min20° C/Bremse auf Stufe 2), der Uberstand bis auf 20 ml abgenommen und
das Pellet (Rosetten) vorsichtig wieder resupendiert. Die Rosetten wurden auf 15 ml Ficoll ge-
schichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20° C/ohne Bremse). Das Pdllet aus T-Zellen und
Erythrozythen wurde gewaschen (1200 rpm/10 min/20° C), und dann die Erythrozyten mit dem
vierfachen VVolumen (bezogen auf das Pellet) an ACK-Puffer (frisch verdinnt aus 10 x Puffer:
41,459 NH,CI, 59 KHCO,, 0.1869 EDTA, pH 7,27 ad 500 ml Wasser) lysiert. Dazu wurden
Pellet und ACK-Pufer durch Pipettieren bis zur Lyse vermischt. Die Lyse der Erythrozyten
zeigt sich durch einen Farbumschlag von trib hellrot nach klar dunkelrot. Dann wurde mit
RPMI/FCS auf 50 ml aufgeflllt und die T-Zelen mit RPMI/FCS auf 2 x 10%ml eingestellt.

Anschlief?end wurde mit 1 ug/ml PHA-P Uber Nacht stimuliert. Am néchsten Tag wurden die

T-Zellen dreimal gewaschen, erneut auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit 25-30 U/ml Inter-
leukin-2 fur weitere 5 Tage in Kultur gehalten.

AET-Erythrozyten

Alle Zentrifugationen wurden bei 1200 rpm fir 10 min bei 20 °C durchgefihrt.

0.5 g 2-Aminoethylisothiouroniumbromid (AET ,Sigma) wurden in 12,5 ml pyrogenfreiem
Wasser bei pH 9,0 (mit 2N NaOH einstellen) gel6st und sterilfiltriert.

25 ml eines 1:1 Gemisches aus Hammelblut und Alsever-Losung (GibcoBRL) wurden dreimal
mit sterilem PBS gewaschen, zur AET-Ldsung zugegeben und fur 15 min bei 37° C inkubieren.
Anschlief3end wurde viermal mit sterilem PBS gewaschen und schliefdich eine 2%ige Suspen-
sion in RPMI/FCS hergestellt, die bis zu 3 Tagen haltbar war.
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2.3.2  Immunfluoreszenz von Oberfl&chenmol ekilen.

Zur Analyse der Expression verschiedener Oberflachenmarker wurden 3 - 5 x 10° Zdlen
durch funfminitige Zentrifugation bei 1500 rpm pelletiert. Die Uberstande wurden verworfen
und die resuspendierten Zellen 15 - 60 min mit je 50 ul an monoklonalem Erstantikorper bel

4°C inkubiert, um eine Internalisierung der Oberfl&chenmolekile zu verhindern. Dabel wurden
Antikorpertbersténde unverdinnt und gereinigte monoklonale Antikorper in einer Konzen-

tration von 10 ug/ml in Kulturmedium eingesetzt. Nicht gebundene Antikorper wurden durch

einmalige Zugabe von 2 ml Kulturmedium, anschlief3ende funfmindtige Zentrifugation be
1500 rpm und Dekantieren des Uberstandes entfernt. Die eigentliche Fluoreszenzfarbung

erfolgte durch fY nfzehnminitige Inkubation bei 4° C mit 50 ul eines mit einem Fluoreszenz-
farbstoff konjugierten Zweitantikorpers (10 ug/ml). Zweimaiges Waschen mit PBS und

Fixierung der gebundenen Antikdrper mit 300 ul PBS/1 % Formaldehyd ermdglichten eine

Aufbewahrung der markierten Proben tiber mehrere Wochen bei 4°C im Dunkeln.
Die immunfluoreszenzgeférbten Zellen wurden in das Durchflufl3zytometer FACScan durch eine

Kapillare eingesogen und dort von einem Argonlaser mit der Anregungswellenlange A =

488 nm bestrahlt. Die Welenldnge des von den angeregten Elektronen emittierten Lichts war
dann jeweils vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff abhangig. Das Licht wurde von Sammel-
linsen eingefangen und Uber verschiedene Spiegel und Filter an Detektoren weitergeleitet,
welche Auskunft Uber Grofie (, forward scatter”, FSC), Granularitét (,side scatter”, SSC) oder
Fluoreszenz (,, fluorescence detector”, FL) gaben.

2.3.3 Intrazellulare Immunfluoreszenz

Um auch Proteine zu analysieren, die intrazellulér exprimiert bzw. gespeichert werden, wurden
Zdlen zunéchst fixiert und permeabilisiert, bevor sie mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern

gefarbt wurden. Dazu wurden 5 x 10° Zellen zentrifugiert, in 100 ul PBS aufgenommen und in

ein 1.1 Methanol/Aceton-Gemisch getropft, das auf -20 °C gekihlt war. Darin wurden die
Zélen fur 30 min fixiert. Anschlief3end wurden die Zellen zentrifugiert, mit 0,5 ml PBS/1%

BSA/0,1% Saponin gewaschen, in100 ul PBS/1% BSA/0,1% Saponin mit 1 ug/mi
spezifischen Antikorper resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen
erneut mit 0,5 ml PBS/1% BSA/0,1% Saponin gewaschen und in 100 ul eines mit einem

Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Zweitantikorpers (10 pg/ml) resuspendiert. Nach 30 min

Inkubation auf Eis wurden die Zellen gewaschen und in 100 ul PBS resuspendiert und im

FACScan wie unter 2.3.2 beschrieben analysiert.
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2.3.4 Biotinylierung von Oberflachenmolekilen auf Zellen

Durch Anhéngen von Biotingruppen an Lysinreste von Proteinen konnen diese einer
anschliefRenden Detektion durch Streptavidin zugdnglich gemacht werden. Dabel macht man
sich die starke Affinitét von Streptavidin zu Biotin zu Nutze. Zusétzlich stellt dies eine Methode
dar, um ausschliefdich Oberflachenmolekile zu markieren, da Biotin nicht membrangangig ist.
Eine Interferenz der Markierung mit der Erkennung durch Antikorper wird durch enen
Abstandhalter erreicht, der zwischen Biotin und der lysinreaktiven Gruppe eingefugt ist. Hierzu
wurden Zellen einma mit PBS gewaschen und 1 x 10" Zellen in 1 ml Biotinylierungspuffer
(150 mM NaCl, 10 mM Na-Borat, pH 8,8) resuspendiert. Unmittelbar vorher wurde das
Biotin-X-NHS (Boehringer, Mannheim) in DMSO gel6st (10 mg/ml) und anschlief3end zur

Zéllsuspension gegeben (Endkonzentration 50 pg/ml). Nach 15 Minuten bei Raumtemperatur

im Uberkopfrihrer wurde Ammoniumchlorid (ad 10 mM) zugegeben, um die Reaktion zu
stoppen und anschlieffend mit 50 ml Waschpuffer (50 mM Trig/HCI, pH 7,4, 25 mM KClI,
5mM MgCl,, 1mM EGTA) gewaschen. Die Zelen wurden anschliefiend lysiert und
weiterverarbeitet.

2.3.5 Messung apoptotischer Zellen

Mit Hilfe einer von Nicoletti et al. (1991) etablierten Methode lassen sich apoptotische Zellkerne
aufgrund ihres geringeren DNA-Gehaltes von Zdlkernen lebender Zellen unterscheiden. Dazu

wurden jeweils 5 x 10° Zdlen in 250 ul eines hypotonischen Fluorochrompuffers (0,1 %

Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-100, 50 pug/ml Propidiumiodid) Y. N. bei 4°C unter Lichtab-

schluB3 lysiert. Der Fluoreszenzfarbstoff dringt dabel in die Zellkerne ein und interkaiert in die
DNA, so dai3 die Kerne ihrem DNA-Gehalt entsprechend fluoreszieren. Neben den vitaen
diploiden und sich gerade teilenden tetraploiden Zellkernen lief3en sich daher im FL-2-Detektor
des Durchfluzytometers die apoptotischen Zellkerne als subdiploide DNA quantifizieren.
Soweit nicht anders vermerkt, wurde bei Stimulation mit anti-APO-1 immer auch 10 ng/ml
Protein A zur Kreuzvernetzung des agonistischen Antikorpers zugegeben. Spezifische
Apoptose wurde folgendermal3en berechnet: [(% experimentelle Apoptose - % spontane
Apoptose)/(100 - % spontane Apoptose)] x 100.

2.3.6 Messung des mitochondriellen Transmembranpotentials

Die Messung des mitochondriellen Transmembranpotentials beruht auf membrangangigen
kationischen Fluoreszenzfarbstoffen, die sich spezifisch in Mitochondrien anreichern, wenn
deren Transmembranpotential intakt ist. Eine hohe Fluoreszenzintensitét zeigt also eine intakte,
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lebende Zdle an. Wahrend der Apoptose bricht das mitochondrielle Transmembranpotential
zusammen, so dal? sich die Fluoreszenzfarbstoffe nicht mehr in den Mitochondrien anreichern.
JC-1 besitzt zusétzlich die Eigenschaft, bei hohen Konzentrationen Aggregate zu bilden, soge-
nannte J-Aggregate. Diese fluoreszieren bei 590 nm, wohingegen das monomere JC-1 bei 527
nm fluoresziert. Apoptotische Zellen zeigen daher gegentiber Iebenden Zelen eine Abnahme in
Fluoreszenz-2 (FL-2) und eine Zunahme in Fluoreszenz-1 (FL-1) des FACScans. Der

spezifische Verlust AY,,, wurde analog der in 2.3.5 beschriebenen Formel berechnet.

Farbung mit JC-1
05 - 1 x 10° dimuliete oder unbehandelt gelassene Zelen wurden mit 5 pg/ml JC-1
(5,5,6,6' -tetrachloro-1,1',3,3' -tetraethyl benzimidazol yl carbocyaniniodid, 1 mg/ml in DMSO)

versetzt und 20 min bel RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen in Eppendorfgefalie
Uberfuhrt, zentrifugiert (4000 rpm, 5 min, RT) und mit 1 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde

in 100 ul PBS resuspendiert und direkt im FACScan analysiert (FL-1 vs. FL-2).

Farbung mit DiOC,(3)

DiOC,(3) (3,3 -Dihexyloxacarbocyaniniodid) wird als Stammlésung (80 mM in DMSO ) bel
RT gelagert und final in einer Konzentration von 40 nM in PBS verwendet.

Stimulierte bzw. unstimulierte Zellen wurden zentrifugiert, eénma mit PBS gewaschen und in

100 ul PBS/DiOC(3) resuspendiert. Nach Inkubation fir 15 min bei 37 °C wurden die Zellen

mit 1 ml PBS gewaschen, in 100 ul PBS resuspendiert und im FACScan analysiert (501 nm,
FL-1).

2.3.7 Transfektion von Zellen

Fur die transente Transfektion von CV-1J/EBNA Zdlen wurde die DEAE-Dextran Methode
verwendet. Einen Tag vor der Transfektion wurden 3 x 10° Zellen pro 150 cm? Flasche
ausgesit (10° Zelen/ml). Hatten die Zellen eine Konfluenz von 80-85 % erreicht, wurde die

Transfektion durchgefuihrt. Dazu wurden pro 150 cm?® Flasche 15 pg der zu trangfizierenden

DNA mit 187,5 ul DEAE-Dextran (4 mg/ml in TBS;, Sigma) in DMEM-F12/FCS/75 uM

Chloroquin (Stammldsung 10 mM in PBS; Sigma) in einem finden Volumen von 1,5 ml
gemischt. Das Kulturmedium wurde von den Zdlen entfernt, durch DMEM-
F12/FCS/Chloroquin ersetzt und das DNA-Dextran-Gemisch zugegeben. Nach Inkubation fur
45 h im Brutschrank wurde das Chloroquin-Medium entfernt und die Zdlen mit
DMEM/FCS10% DM SO fir 5 min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde das DM SO-Medium
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abgenommen und die Zellen in DMEM-F12 kultiviert. Am Tag nach der Transfektion wurde
das Medium gewechselt und damit auch abgestorbene Zellen entfernt.

Zur Gewinnung von LZ-CD95L wurden die transfizierten Zellen 7 Tage kultiviert, der Uber-
stand gesammelt und die Zellen weitere 7 Tage kultiviert.

Fur die stabile Transfektion von BJAB oder CEM Zdlen wurde die Methode der Elektro-
poration verwendet. Dazu wurden 5 x 106 Zdlen pro Ansatz abzentrifugiert (5 min,

1500 rpm), in je 300 ul Kulturmedium resuspendiert und in eine Elektroporationskiivette tber-

fhrt. Nach Zugabe von 10 bis 30 ug Plasmid-DNA wurde kurz gemischt und mit 960 uF und

200V (BJAB) bzw. 220V (CEM) dektroporiert. Anschlief3end wurde die Suspension ziigig
in eine kleine Kulturflasche tberfiihrt, in der 10 ml warmes Kulturmediums vorgelegt waren.

Nach 24stiindiger Inkubation wurden die Zellen gezdhlt und zu je 5000 Zellen pro 200 pl
Kulturmedium in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte verteilt. Zur Selektion wurde dem
Medium G418 (4 mg/ml fur BJAB bzw 1 mg/ml fir CEM) oder Puromycin (1 ug/ml fir

BJAB) zugegeben. Nach etwa zwel Wochen waren erste Klonnester in den Mikrotiterplatten
makroskopisch erkennbar. Sie wurden mittels Western Blot auf die Anwesenheit des
gewilnschten Proteins Uberprift und positive Klone weiter expandiert.

2.3.8 Herstellung von Antikorpern

Zur Herstellung von polyklonalen Kaninchenantikdrpern wurde das entsprechende synthetisch
hergestellte, HPL C gereinigte Peptid kovalent an das voraktivierte Protein KLH (keyhole limpet

hemocyanin) (Pierce) entsprechend den Herstellerangaben gekoppelt. Mit 500 ug des so er-

haltenen Antigens in komplettem Freund'schen Adjuvans wurden ausgewachsene weibliche
Kaninchen subcutan immunisiert. Diese Immunisierung wurde mit der gleichen Menge an Anti-
gen in inkomplettem Freund'schen Adjuvans in monatlichen Abstdnden wiederholt. Der spe-
zifische Titer wurde mittels ELISA kontrolliert und bel einer entsprechenden Immunantwort
wurden die Antikorper aus dem Serum des Kaninchen durch eine Affinitdtsséule aufgereinigt.
Dazu wurde das zur Immunisierung verwendete Peptid an voraktiviertes BSA (Pierce) ge-
koppelt und anschlief?end an CNBr-aktivierte Sepharose-4B (Pharmacia) entsprechend den
Herstellerangaben immobilisiert. An die so gefertigte Peptidsaule wurden bei 4°C in PBS die
spezifischen Antikorper gebunden und anschlief?end mit 0,1 M Propionsdure eluiert, neutra-
lisert und schliefdich gegen PBS dialysiert. Nach der Bestimmung der Konzentration mittels
Photometer und Uberpriifung der Funktionalitat im ELISA wurde der aufgereinigte Antikorper
bei -20°C gelagert.

Fur die Herstellung von monoklonalen Antikorpern wurden 10 Wochen dte weibliche BALBc

Mause mit je 300 pug rekombinanten GST-Fusionsproteinen immunisiert. Die erste Injektion
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erfolgte subcutan in komplettem Freund'schen Adjuvans an finf verschiedenen Stellen auf dem
Ricken. Die anschlieffenden Immunisierungen wurden intraperitoneal mit in PBS gelostem
Antigen an den Tagen 21, 35 und 49 nach der ersten Injektion durchgefiihrt. Der Titer wurde
mittels ELISA auf gebundenen 6His-Fusionsproteinen Uberprift. Bel ausreichendem Titer
wurde die letzte Immunisierung halb intraperitoneal und halb intravenés durchgefihrt, die Maus
3 Tage spéter getdtet und die Milz entnommen. Die Milzzellen wurden dreima in DPBS ge-
waschen, mit 4 x 10" Ag8 Zdlen (auch in DPBS gewaschen) gemischt und zusammen abzen-
trifugiert (5 min, 1500 rpm). Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen und die Zelen fir
1 min bel 37°Cim Wasserbad geschwenkt. Anschlief3end wurde Gber 1 Minute 1 ml auf 37°C
vorgewdrmtes PEG 1500 (Boehringer, Mannheim) unter leichtem Schiitteln zugetropft und die
Zdlen fur eine weitere Minute bei 37°C im Wasserbad geschwenkt. Danach wurde tber 5
Minuten 10 ml warmes DPBS unter leichtem Schitteln zugetropft, die fusionierten Zellen mit

60 ml HAT-Medium (Boehringer, Mannheim) aufgeftllt und zu je 100 ul in eine Mikrotiter-

platte verteilt. Nach einer Woche wurden die Zellen mit 100 ul HAT Medium gefittert. Nach

einer weiteren Woche waren einzelne Kolonien makroskopisch sichtbar. Der Uberstand dieser
Kolonien wurde im ELISA auf den gewtnschten Antikorper hin getestet und positive Klone
expandiert und durch Einzelzellklonierung subkloniert.

2.3.9 Radioaktive Markierung von Zellen

Fir die Markierung von neusynthetisierten Proteinen durch die radioaktiven Aminosauren [*S]
Methionin und [*S]-Cystein wurden exponentiell wachsende Zellen zweima mit PBS ge-
waschen und in Methionin/Cystein-Mangel medium aufgenommen. Nach einer Stunde bei 37°C
wurde 0,5 mCi [*S]-Methionin/Cystein (Pro Mix, Amersham) pro 3 x 10’ Zellen zugegeben
und die Zellen fir 18-24 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach standen die Zellen fur weitere Ver-
suche zur Verfugung.

2.3.10 Préaparation von cytosolischen Extrakten

2 x 10° Zellen wurden in 62,5 ul PBS resuspendiert, mit 62,5 ul DSS (10 ug/ml Digitonin in

0,5 M Sucrose)versetzt und 30 sek gevortext. Anschlief?end wurde 1 min bel 13000 rpm
(Heraeus Biofuge Fresco) zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Eppendorfgefal? tberfihrt,
mit SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Digitonin wurde als 1%ige Stammldsung in Ethanol bei RT gelagert.
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2.4 Herstellung rekombinanter Proteine

2.4.1 Verwendete Konstrukte

Es wurden folgende Fusionsproteine fur die Herstellung monoklonaler Antikorper verwendet:

Name Bereich (AS) Vektor
GST-N-c-FLIP 1-194 pGEX 4T-2
GST-C-c-FLIP 194-480 pGEX 4T-2
6His-c-FLIP 1-480 pRSET B

2.4.2 Induktion und Expression der Proteine in E.coli
Die oben beschriebenen Plasmide wurden in E.coli BL21 (DE3) transfiziert und die Ubernacht-
kultur einzelner Klone wurden 1:10 mit LB (100 pug/ml Ampicillin) verdinnt. Nach einer

Stunde wurde PTG his zu einer Konzentration von 1 mM zugegeben und die Bakterien fur 2-3
Stunden bei 30°C geschittelt. Die Induktion der Fusionsproteine wurde durch Anayse von
Bakterienlysat mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung kontrolliert und die Bakterien dann
weiterverarbeitet.

2.4.3 Aufreinigung der Fusionsproteine

Vide der in E.coli produzierten Fusionsproteine sind unléslich, das bedeutet sie werden nach
der Lyse der Bakterien mit den Zellwandbestandteilen abzentrifugiert. Daher wurden fir die
verschiedenen Verwendungszwecke unterschiedliche Aufreinigungsmethoden verwendet:

Um GST-Fusionsproteine fur die Immunprézipitation einsetzen zu kdnnen, mussen diese in
nativer Form aufgereinigt werden. Dazu wurden die induzierten Bakterien abzentrifugiert
(6000 g, 10 min) und in 40 ml Lysepuffer (20mM Tris/HCL, pH 8,0, 500 mM NaCl,

10 % Glycerol, 1% Triton X-100, 0,5ug/ml Antipain, 0,5ug/ml Chymostatin A,

0,5 ug/ml Leupeptin, 0,5 ng/ml Pepstatin) pro Liter induzierter Kultur aufgenommen und

mittels Sonifizierung fir 2 x 30 Sekunden bei hochster Stufe beschallt. Die so lysierten Bakte-
rien wurden abzentrifugiert (6000 g, 15 min) und der Uberstand mit in Lysepuffer gewaschener
GSH-Sepharose 4B (Pharmacia) fur 30 Minuten bel Raumtemperatur auf dem Uberkopf-
schiittler inkubiert. Die Sepharosematrix wurde anschlief3end 4-5 mal mit katem Lysepuffer
gewaschen und in PBS mit Proteaseinhibitoren bei 4°C gelagert. Die Konzentration und Rein-
heit der gebundenen Fusionsproteine wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung zu-
sammen mit einem Proteinstandard bestimmt.
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Um gréfiere Mengen an GST-Fusionsproteinen fir die Immunisierung von Versuchstieren auf-
zureinigen, kann man sich die Unlddlichkeit der Proteine zunutze machen. Hierzu wurden die
Bakterien abzentrifugiert (6000 g, 10 min) und mit dem 10fachen Zellvolumen in 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8,0 aufgenommen. Anschlief3end wurde Lysozym bis
zu einer Konzentration von 1 mg/ml zugegeben und die Bakterien fur 20 min bei Raum-
temperatur inkubiert und anschlief3end abzentrifugiert (5000 g, 10 min). Das Pellet wurde in
kaltem 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % Natriumdesoxycholat, 50 mM Tris, pH 8,0 auf-
genommen und fur 10 Minuten inkubiert. Anschlief?end wurde zu dem Bakterienlysat MgCl,

bis zu einer Konzentration von 8 mM zugegeben und mit DNase | (10 ug/ml) die DNA

abgedaut, bis die Viskositét der Losung verschwand. Anschlief3end wurden die unléslichen
Proteine bel 10 000 g fur 10 min abzentrifugiert und in 1% NP-40, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 50 mM Tris, pH 8,0 gewaschen. Um eine grof3ere Reinheit zu erreichen wurde das
Proteinpellet noch mit 1 M Harnstoff, 50 mM Tris pH 8,0 gewaschen und schliefdich in PBS
aufgenommen und die Konzentration und Reinheit der Fusionsproteine mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung zusammen mit einem Proteinstandard bestimmt.

6His-Fusionsproteine konnen auch unter denaturierenden Bedingungen Uber ene
Affinitétssaule aufgereinigt werden, da die Interaktion zwischen den Histidinen und dem Nickel
nicht von der dreidimensionalen Proteinstruktur abhéngt. Dazu wurden die induzierten
Bakterien abzentrifugiert (6000 g, 10 min) und in enem Kklenen Volumen 6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 0,1 M Natrium-Phosphat, pH 8,0 lysiert. Anschlief3end wurde das
Lysat auf 50 ml pro 500 ml induzierter Kultur mit 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 0,1 M
NaPhosphat, pH 8,0 aufgefillt und fir 60 min bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler
inkubiert, um die Lyse zu vervollstandigen. Unlésliche Bestandteile wurden abzentrifugiert
(6000 g, 15 min) und in 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 0,1 M Natrium-Phosphat, pH 8,0
gewaschene Ni%*-NTA-Agarose mit dem Uberstand fir mehrere Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlief3end wurde die Agarosematrix mehrfach in 6 M Guanidiniumhydrochlorid,
0,1 M Natrium-Phosphat, pH 8,0 gewaschen und die gebundenen Proteine mit 6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 0,1 M Natrium-Phosphat, pH 4,0 eluiert. Das Eluat wurde gegen
PBS dialysiert, wobei die Proteine ausfielen. Durch die Zugabe von 0,1 % SDS und leichtes
Erhitzen wurden die Proteine wieder in Lésung gebracht und die Konzentration und Reinheit
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung zusammen mit einem Proteinstandard bestimmt.
Die so vorliegenden 6His-Fusionsproteine wurden fir den In-Gel-Kinase-Test, sowie zum
Beschichten von ELISA Platten fir die Identifizierung von positiven Hybridomen verwendet.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Isoelektrische Fokussierung (1EF)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Ladung wurde die Isoelektrische Fokussierung
durchgefuihrt. Dazu wurden Acrylamidzylindergele mit einem Durchmesser vom 2,3 mm und
einer Lange von 187 mm gegossen. Fur finf Gele wurde dabei folgender Ansatz verwendet:

Harnstoff 40¢g
IEF Acrylamid (28,38°% (g/v) Acrylamid,  933°ul
1,62°% (g/v) Bisacrylamid)

H,0 1225°ul
Ampholin Serva, pH 5,0 - 7,0 193°ul
Ampholin Pharmacia, pH 5,0 - 7,0 193°ul
Ampbholin Pharmacia, pH 3,5 - 10,0 140°ul
10% NP-40 1,4°'ml
TEMED 5°ul
10% APS 7°ul

Vor der Zugabe von Ammoniumpersulfat und TEMED wurde die Gellsung entgast. Die Poly-
meriserung bendtigte wenigstens zwei Stunden. Danach wurde in der IEF-Kammer unten
10 mM H,PO, und oben 20 mM NaOH (beide entgast) vorgelegt. Die Gele wurden gesplilt

und mit je 10 ul Uberschichtungspuffer (8 M Harnstoff, 1 % (v/v) Ampholin Pharmacia, pH
5,0-7,0,5% NP-40, 10 mM DTT) Uberschichtet. Der Vorlauf erfolgte bei konstantem Strom
von 0,33 mA/Gel, bis eine Spannung von 1200 V erreicht wurde. Dann wurden die Proben in
zehnfachem Volumen Probenpuffer (9,8 M Harnstoff, 2 % (v/v) Ampholin Pharmacia, pH
5,0- 7,0, 4% NP-40, 100 mM DTT) aufgenommen und fir 30 Minuten bel Raumtemperatur
geschiittelt. Die so vorbereiteten Proben wurden auf die Zylindergele gegeben und mit 10 ul

Uberschichtungspuffer tiberschichtet. Der Lauf erfolgte bei 1200V fir 18 bis 20 Stunden.
Durch Wasserdruck wurden die Gele dann aus den Kapillaren gepreft und 5 min in 4 ml
Aquilibrierungspuffer (60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 50 mM DTT, 10 % (w/v)
Glycerol) inkubiert. Die Gele wurden direkt fir eine Auftrennung in der zweiten Dimension
(SDS-PAGE) verwendet oder bei -80° C aufbewahrt.
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2.5.2 SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSPAGE)

Proteine wurden in diskontinuierlichen SDS-PA-Gelen (Laemmli, 1970) mit 7,5-15 % Acryl-
amid-Trenngel und einem 5% Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. Die Gele hatten folgende
Dimensionen:

Sammelgd: 233mm x 12 - 27 mm x 1,5 mm

Trenngel: 233 mm x 203 mm x 1,5 mm.

Die Gelzusammensetzung ist in Abschnitt 11.1.2 aufgefuhrt. Die Polymerisation wurde durch
die Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED gestartet und die polymerisierende LOsung sofort ver-
wendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gief3en mit Isopropanol tberschichtet. Nach
30 min bei Raumtemperatur wurde der Alkohol durch Spulen mit Wasser entfernt, die Gelober-
flache durch Tupfen mit Filterpapier getrocknet und das Sammelgel gegossen. Nach der Poly-
merisation (10 min) wurden die Gele beladen. Proteinldsungen wurden mit SDS-Auftragspuffer
versetzt und 3 min bel 95°C inkubiert. Zylindergele aus der isoelektrischen Fokussierung
wurden auf die Sammelgele gelegt und mit Agaroselésung (0,169M Tris/HCI, pH 8,8, 0,9 %
(w/v) SDS, 9% Glycerol, 1% (w/v) Agarose, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau) fixiert, die
zuvor durch Aufkochen gelost und mit DTT (Endkonzentration 50 mM) versetzt wurde. Der
Lauf der Gele erfolgte bei 80 bis 130 Volt fur 12-20 Stunden. Bel radioaktiven Proben wurden
die Gele amplifiziert (Amplify, Amersham), getrocknet und autoradiographiert.

2.5.3 Western Blot

Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamidgelen auf Membranen wurde en "Semidry"-Ver-
fahren eingesetzt. Dazu wurden die Graphitelektroden der Blotkammer (Pharmacia, Freiburg)
mit Transferpuffer befeuchtet. Darauf wurden drei Lagen mit Transferpuffer befeuchtete Filter-
papiere, anschliefend die befeuchtete Hybond-ECL-Membran C (Amersham-Buchler,
Braunschwelig), das Gel und funf Lagen befeuchtete Filterpapiere gebracht. Der Transfer
erfolgte bei 0,8 mA/cm? 90 min lang bei Raumtemperatur. Anschlief}end wurden unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation fir 1 Stunde mit 5 % (w/v) Milchpulver oder 2% (w/v) BSA
in TPBS (0,05% Tween-20 in PBS) bel Raumtemperatur abgeséttigt. Der Blot wurde dreimal
mit TPBS gewaschen. Der Primérantikdrper wurde in TPBS verdinnt (Hybridomuberstand:

1:5 - 1:20 Verdinnung und aufgereinigte Antikorper: 0,1-1,0 pug/ml) und der Blot unter

Schitteln fur 16 Stunden bel 4°C mit dem Antikorper inkubiert. Danach wurde dreima je 10
min  mit TPBS gewaschen. Anschlielend wurde en Peroxidase konjugierter
Sekundarantikorper (Verdinnung 1:20 000 in TPBS oder 1:5 000 in 1% Milchpulver, je nach
Anwendung) fir 60 min bel Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert und anschlief3end der
Blot dreimal je 10 min mit TPBS gewaschen. Gleiche Telle der Detektionsreagenzien A und B
(Renaissance-Kit, NEN, Bad Homburg v.d.H.) wurden gemischt, der Blot darin eine Minute
inkubiert und auf Rontgenfilmen exponiert.
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2.5.4 Aufreinigung monoklonaler Antikor per

Monoklonale Antikorper wurden aus Hybridomubersténden mit 45 % (w/v) Ammoniumsulfat
gefdlt, das Prézipitat zentrifugiert (Sorvall GS-3 Rotor, 5000 rpm, 10 min, 4 °C), in Wasser
aufgenommen und Uber Nacht gegen PBS dialysiert. Der so konzentrierte Antikorper wurde
nach Zentrifugation (Megafuge 10R, 6000 rpm, 10 min, 4 °C) und Filtration durch einen 0,8

um Filter Uber eine Protein A-Sepharose-Saule gegeben. Die Saule wurde mit 20 Saulen-

volumen 0,1 M TrigHCI (pH 8) gewaschen (die Effizienz wurde an einem Durchflul3-
photometer bel 280 nm kontrolliert). Anschlief3end wurden die monoklonalen Antikorper mit
0,1 M Glycin (pH 3) in 3 ml-Fraktionen euiert. Die Antikorper enthaltenden Fraktionen
wurden vereinigt, mit 3 M TrisHCl (pH 8,8) neutralisert und gegen PBS diaysiert. Die
Antikorper wurden auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt, sterilfiltriert, in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Monoklonale Antikdrper des Subtyps 1gG1 wurden unter Hochsal zbedingungen aufgereinigt.
Dazu wurde der konzentrierte Antikorper auf 3 M NaCl gebracht bevor er auf die Saule gegeben
wurde. Als Waschpuffer wurde 10 mM Natriumborat (pH 8,9) mit 3 M NaCl verwendet.

2.5.5 Kopplung von Antikorpern an Sepharose

Um Antikorper fur die Immunprézipitation kovalent an Sepharose zu immobilisieren, wurden
diese zunéchst Uber Nacht gegen Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO,, pH 8,9) dialysiert. Am
néchsten Tag wurde die Cyanbromid (CNBr)-aktivierte Sepharose zur Aktivierung mit 20 ml 1
mM HCI fir 15 min Uber Kopf bel RT gerthrt, zentrifugiert (600 x g, 1 min) und dann der
Uberstand abgesaugt. Die aktivierte Sepharose wurde mit dem Antikorper fir 2 h bei RT iber
Kopf gertihrt, der ungebundene Antikorper weggewaschen und nicht abgesdttigte CNBr-
Gruppen durch erneutes Rihren for 2 h mit 0,1 M Tris/HCI (pH 8) inaktiviert. Anschlief3end
wurde die Sepharosematrix je dreima abwechselnd mit 0,1 M Natriumazetat/0,5 M NaCl (pH
4) und 0,1 M Tris/HCI/0,5 M NaCl (pH 8) gewaschen. Schliefdich wurde die Sepharose in
PBS mit 0,1 % Natriumazid und 1 mM PMSF aufgenommen, so dal3 eine 50%ige Suspension
entstand.

2.5.6 Immunprazipitation

Fur die Immunprézipitation wurden die behandelten oder unbehandelten Zellen in Lysepuffer
(siehell.1.2) resuspendiert und fur 15 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurden die Kerne
und unlodliche Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm, 4°C). Das so geklarte Lysat
wurde dann fur die Immunprézipitation verwendet. Dazu wurden meist an Protein A- oder
Protein G-Sepharose gekoppelte Antikorper verwendet. Um bei Immunprézipitationen aus anti-
APO-1 gimulierten Zelen eine Bindung des anti-APO-1 Antikorpers an die Protein A
Sepharose zu verhindern, wurden Antikorper kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B
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(Pharmacia) gekoppelt. Die Immunprazipitationen erfolgten fir mehr as 1 Stunde bel 4°C auf
einem Uberkopfschiittler.

25.7 DISC-Analyse
Fur die Analyse des CD95 DISC wurden zwel Ansétze verwendet. Fir den stimulierten DISC
wurden Zellen in der Regdl fur 5 min mit 2 pg/ml anti-APO-1 stimuliert und anschlief3end wie

oben beschrieben lysiert. Der unstimulierte Ansatz wurde erst nach der Lyse mit 2 ug anti-APO-

1 versetzt. Anschlief3end wurden beide Lysate identisch behandelt. Im Falle der Stimulation mit
LZ-CD95L wurden Zellenin 1 ml Zellkultur-Uberstand von mit LZ-CD95L transifizierten CV-
1/EBNA Zédlen resuspendiert. Nach Stimulation fir 5 min bel 37° C wurden die stimulierten

und die unbehandelten Zellen lysiert und CD95 mit 2 ug anti-APO-1 immunprazipitiert.

Die unspezifischen Bindungen wurden durch 10 ug FI123 mAk, kovaent an CNBr-aktivierte
Sepharose CL-4B gekoppelt (Pharmacia, Freiburg), reduziert. Anschlie3end wurde der an anti-
APO-1 gebundene stimulierte oder unstimulierte CD95-Rezeptor mit 30 ul Protein A-

Sepharose (Sigma) fur 1-2 h bel 4°C prézipitiert. Anschlief3end wurde die Sepharosematrix
durch Zentrifugation (3000 g, 30 s, 4° C) entfernt und mehrfach in Lysepuffer gewaschen. Das
Immunpréazipitat wurde entweder zweidimensiona oder eindimensional gelelektrophoretisch
aufgetrennt und durch Autoradiographie oder Western Blot analysiert.

2.5.8 Analyse von CD95-Aggregaten

Um SDS-stabile Aggregte von CD95 zu analysieren wurden 5 x 10° Zdlen stimuliert oder
unbehandelt gelassen, zentrifugiert (600g, 5 min, 4 °C) und mit PBS gewaschen. Das Pellet

wurde in 40 ul Lysepuffer (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 mM |odoacet-

amid, 200 uM Natriumvanadat, 1% NP-40, pH 7,4) 10 min auf Eis lysiert. Dann wurde die

Debris durch Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4 °C) abgetrennt, das Lysat mit SDS-Proben-
puffer versetzt, aufgekocht und auf 7,5%igen Gelen aufgetrennt. Die Anayse erfolgte durch
Western Blot mit anti-CD95-Antikorpern.

2.5.9 Invitro-Caspase-8-Spaltung

Die Caspase-8/a cDNA wurde in vitro mit dem T7-Polymerase-Retikulozytenlysat-System
(TNT, Promega) trandatiert. Fur das in vitro-Spaltungsexperiment wurde der CD95-DISC von

5 x 10" unmarkierten Zellen immunprézipitiert. Dann wurde das Immunprézipitat in 50 pl

Reaktionspuffer (50 mM HEPES, pH 7,4; 0,1 % CHAPS; 100 mM NaCl; 100 mM DTT und
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20 % Saccharose) 24 h bel 4°C mit in vitro trandatierter Caspase-8/a inkubiert. Die Ansdtze
wurden mittels 2D-IEF-SDS-PAGE oder 1D-SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele wurden
anschlief3end amplifiziert (Amplify, Amersham), getrocknet und autoradiographiert.
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[11. Ergebnisse

1. Untersuchungen zum Zwei-Signalwege-Modell von CD95

Der Einflul3 von anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern auf CD95-vermittelte Apoptose
wurde in der Literatur kontrovers diskutiert (Krammer, 1999). Eine vergleichende Studie zur
CD95-vermittelten Apoptose in verschiedenen Zdlinien fuhrte zu dem Schluf3, dal3 unter-
schiedliche Signalwege vorhanden sind. Dies fuihrte zum Zwei-Signalwege-Modell der CD95-
vermittelten Apoptose (Scaffidi et al., 1998). Dieses Moddl gruppiert CD95-sensitive Zdlen in
zwei Zdlarten, Typ | und Typ I, ein. Typ I-Zdlen (z.B. SKW6.4, H9) zeichnen sich durch
eine effiziente DISC-Bildung aus. Dadurch werden grof3e Mengen Caspase-8 am DISC
aktiviert, so dal3 eine direkte Caspasenkaskade eingeleitet wird. In Typ Il-Zdllen (z.B. CEM,
Jurkat) dagegen ist die DISC-Bildung stark vermindert, was eine direkte Caspasenkaskade ver-
hindert. Deshalb benétigen diese Zellen einen Verstarkermechanismus. Als Verstérker fungiert
hier der evolutionédr konservierte mitochondrielle Apoptosesignalweg. DaTyp I1-Zellen von den
apoptogenen Faktoren des Mitochondriums abhéngig sind, 1&& sich Apoptose in diesen Zellen
durch verstérkte Expression von anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern inhibieren. Die
Mitochondrien werden auch in Typ I-Zdlen aktiviert, diese sind aber wegen der direkten
Caspasenkaskade unabhéngig von den mitochondriellen Apoptosemolekilen. Deshalb kdnnen
anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder Apoptosein Typ I-Zellen nicht blockieren.

Dieses Model| sollte zum einen durch die Verwendung des CD95-Liganden (CD95L) verifiziert
werden, um das Zwei-Signalwege-Modell unter mehr physiologischen Bedingungen zu testen.
Zum anderen sollten weitere Unterschiede zwischen Typ |- und Typ lI-Zdlen identifiziert
werden.

1.1 CD95L induziert Apoptose Uber die zwei Signalwege von CD95

Um das Zwei-Signawege-Modell unter mehr physiologischen Bedingungen zu testen, sollte
zuerst untersucht werden, ob sich das Modell bestétigen a3, wenn der CD95-Ligand (CD95L)
zur Apoptose-1nduktion verwendet wird. Dabel wurde ein Konstrukt verwendet, in dem CD95L
durch Fusion mit einer Leuzin-Reil3verschlul3-Domane (engl. leucine zipper, LZ) modifiziert ist
(Walczak et a., 1999). Diese Domane dient der Protein-Protein-Interaktion und vermittelt eine
Dimerisierung von Transkriptionsfaktoren (Struhl, 1989). Das LZ-Motiv wurde von der Firma
Immunex derart modifiziert, dald stabile Trimere gebildet werden. Damit wird die natirliche
Trimeriserung der Liganden der TNF-Familie stabilisiert, und daher ist der so modifizierte
CD95L hoch aktiv (Walczak et al., 1999).
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Abbildung 7: Unterschiede zwischen Typ |- und Typ II-Zellen nach Stimulation mit
CD95L. (A-D) Bd-2 bzw. Bcl-x, Uberexprimierende Zellen wurden den angegebenen Konzentrationen von
anti-APO-1 (A) bzw. LZ-CD95L (B-D) behandelt und Apoptose anhand von DNA-Fragmentierung gemessen.
(E,F) Reduzierte FADD-Rekrutierung an CD95 in Typ Il-Zellen nach LZ-CD95L -Stimulation. Zellen wurden
unbehandelt gelassen (-) oder fir 5 min bei 37° C mit 1 ml LZ-CD95L -enthaltendem Zellkulturtiberstand sti-
muliert, lysiert und CD95 prézipitiert. Die Immunprézipitate wurden mittels 12 % SDS-PAGE aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und mit Antikdrpern gegen CD95 (E) und FADD (F) analysiert.

Der LZ-CD95L enthaltende Uberstand von CV 1-EBNA-Zéllen, die transient mit einem Expres-
sionsplasmid fur LZ-CD95L trandfiziert worden waren, wurde auf verschiedenen Zdl-linien
titriert, die mit einem Expressionsplasmid fir Bcl-2, Bcl-x, bzw. dem leeren Kontrollvektor
stabil transfiziert waren. Nach der Stimulation mit LZ-CD95L wurde der Antell apoptotischer
Zellen durch Analyse der DNA-Fragmentierung bestimmt. In Abb. 7B ist zu sehen, dal3 CEM-
Zéllen, die mit Bcl-x, transfiziert wurden, gegenlber LZ-CD95L-induzierter Apoptose pro-
tektiert sind. CEM-Zdlen, die mit enem leeren Kontrollplasmid transfiziert waren, sind
dagegen sensitiv. Dies [&¥ sich auch be Titration des agonistischen Antikorpers anti-APO-1
beobachten (Abb. 7A) (Scaffidi et al., 1998). Jurkat-Zellen, die Bcl-2 exprimieren, sind, im
Gegensatz zu den Kontrollzellen, ebenfalls deutlich gegentiber LZ-CD95L -induzierter Apoptose
geschitzt (Abb. 7C). Allerdings schiitzt Bcl-2 nicht gegentiber hohen Konzentrationen von LZ-
CD95L. SKW6-Z€llen sind nicht durch Bcl-2 vor LZ-CD95L -induzierter Apoptose geschiitzt
(Abb. 7D), wiefir Typ I-Zellen erwartet wurde. Die unterschiedliche Protektion durch Bcl-2 in
SKW6- und Jurkat-Zellen ist nicht durch eine geringere Expression von Bcl-2 in SKW6 zu
erklaren, da die Expression von Bcl-2 in SKW6 10 bis 20fach hoher ist alsin Jurkat (Scaffidi et
a., 1998). Damit sind die Unterschiede in der Bcl-2-Inhibierbarkeit CD95-vermittelter
Apoptose nicht auf die Expressionsstarke von Bcl-2 bzw. Bcl-x, zurtickzufthren, sondern auf
unterschiedliche Signalwege in den verschiedenen Zelltypen.
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Ein weiteres Charakteristikum von Typ Il-Zellen ist die gegentber Typ I-Zelen verminderte
DISC-Bildung. Deshab wurde der DISC aus Typ |- und Typ Il-Zdlen nach Stimulation mit
LZ-CD95L untersucht. Die Zellen wurden stimuliert, lysiert und CD95 mit anti-APO-1 immun-
prézipitiert. Das Prézipitat wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western Blot ana-
lysiert. Die Immunprézipitation von CD95 war in alen Ansdtzen gleich effizient (Abb. 7E).
Jedoch zeigen sich bel der Assoziation von FADD, die als Indikator fir die DISC-Bildung ana-
lysiert wurde, die bekannten Unterschiede zwischen Typ I- und Typ lI-Zdlen (Abb. 7F).
FADD wurde effizient in Typ I-Zellen nach Stimulation von CD95 rekrutiert. In Typ 11-Zellen
fand dagegen nur eine geringe (CEM) bzw. nicht detektierbare Rekrutierung statt.
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dal3 auch nach Stimulation mit LZ-CD95L,
wie nach Stimulation mit dem agonistischen Antikorper anti-APO-1, Typ |- und Typ Il-Z€ellen
klassifiziert werden kénnen. So ist die DISC-Bildung in Typ I1- gegentiber Typ I-Z€ellen stark
reduziert, und Bcl-2/Bcl-x, kdnnen CD95-vermittelte Apoptose nur in Typ I1-Zellen inhibieren.
Die Unterschiede zwischen Typ I- und Typ II-Zdlen reflektieren also unterschiedliche Signal-
wege in verschiedenen Zelltypen.
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1.2 PMA inhibiert CD95-vermittelte Apoptose in CD95-Typ Il-Zellen

Es sollte untersucht werden, ob neben der DISC-Bildung und der Bcl-2-Inhibierbarkeit CD95-
vermittelter Apoptose noch andere Unterschiede zwischen Typ I- und Typ I1-Zellen existieren.
Interessanterweise 183 sich CD95-vermittelte Apoptose durch Aktivierung von Proteinkinase C
(PKC), z.B. durch den Phorbolester (PMA), inhibieren (Copeland et al., 1994; Clement et al .,
1996; Rudert et al., 1997; Cuvillier et a., 1998). Dartiber hinausist PKC ein potenter Aktivator
der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), die ebenfalls CD95-vermittelte Apoptose in-
hibieren kann (Holmstrom et al., 1998; Holmstrom et al., 1999). Auffallend ist, dal? bei dl
diesen Studien Jurkat-Zellen verwendet wurden. Um zu testen, ob PMA generell CD95-ver-
mittelte Apoptose inhibieren kann, oder ob der Effekt zelltypspezifisch ist, wurden die vier
Modellzellinien SKW6.4 (Abb. 8A), HI9 (Abb. 8B), CEM (Abb. 8C) und Jurkat (Abb. 8D) in
An- oder Abwesenheit von PMA gegen anti-APO-1 titriert und Apoptose mittels DNA-
Fragmentierung gemessen. Aktivierung von PKC inhibiert CD95-vermittelte Apoptose nur in
den Typ I1-, aber nicht in Typ I-Zellen. Um zu testen, ob diese Inhibition im Signalweg ober-
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Abbildung 8: Aktivierung von PKC durch PMA reduziert CD95-vermittelte Apoptose in
Typ ll-Zellen. (A-D) Die Typ lI-Zellen CEM (A) und Jurkat (B), sowie die Typ I-Zellen SKW6.4 (C) und
H9 (D) wurden fir 16 h mit den angegebenen Konzentrationen von anti-APO-1 in An- (0) und Abwesenheit ()
von PMA (20 ng/ml bei SKW6.4, CEM und Jurkat, 5 ng/ml bei H9) inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte von
Triplikaten mit Standardabweichungen. (E) SKW6.4, H9, CEM und Jurkat wurden mit PMA (hellgrau), anti-
APO-1 (dunkelgrau) bzw. PMA und anti-APO-1 (schwarz) behandelt bzw. unbehandelt (weil3) gelassen. Die Sti-
mulation mit anti-APO-1 betrug 2 h, wobei gegebenenfalls 30 min vorher mit PMA stimuliert wurde
(Konzentrationen siehe A-D). Anschlief3end wurde AW, mit DiOC,(6) gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte
von Triplikaten mit Standardabweichungen.
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halb oder unterhalb der Mitochondrien lokdisiert ist, wurde das mitochondridle Trans-

membranpotential (Ay,,) mittels des Fluoreszenzfarbstoffes DiOC,(6) im FACS gemessen.

PMA hat keinen Effekt auf AW, in Typ I-Z€ellen. Die Abnahme von AW, in Typ Il-Zellen wird

jedoch durch PMA verhindert (Abb. 8E), woraus zu schlief3en ist, dal3 PMA oberhalb der Mito-
chondrien wirken muf3.

Im CD95-Typ I1-Signalweg gibt es zwel potentielle Angriffspunkte, an denen PKC oder en
von PKC aktiviertes Effektormol ekl eingreifen konnte, ndmlich den CD95-DISC und das pro-
apoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid, das von Caspase-8 gespaten wird. Gespaltenes Bid
trand oziert zum Mitochondrium, was zum Zusammenbrechen von AW, und der Ausschittung
apoptogener Faktoren aus dem mitochondriellen Intermembranraum fahrt (Li et al., 1998; Luo
et al., 1998; Gross et a., 1999b). Um einen mdglichen Einflul3 von PKC oder MAPK auf die
Aktivitét des DISCs zu testen, wurden Jurkat-Zellen mit anti-APO-1 in An- oder Abwesenheit
von PMA stimuliert und ein in vitro-Caspase-8-Spaltungstest durchgefihrt (Abb. 9A). Dabel
wird der DISC aus Zdlen immunprazipitiet und mit *S-markierter in vitro trandatierter
Caspase-8 inkubiert. Eine Spaltung von Caspase-8 in die bekannten Spaltungsintermediate zeigt
die Bildung eines funktionellen DISCs an. Die Aktivierung von MAPK wurde dabel in einem
Ansatz durch den MEK1-spezifischen Inhibitor PD98059 blockiert. Durch Blockierung der

- + + + anti-APO-1
A + I EII\DA$8059 Abbildung 9: PMA hat keinen EinfluR auf
den DISC. (A) In vitro-Caspase-8-Spaltungstest von
- caspase-8/a Jurkat. 5 x 107 Zellen wurden wie angegeben mit 2
e !;‘._; [ pa3 ug/ml anti-APO-1, 20 nM PMA (10 min. vor anti-
= APO-1 Stimulation) und 30 uM PD98059 (30 min.
vor anti-APO-1 Stimulation) stimuliert, lysiert und de
DISC immunpréazipitiert. Die Immunprazipitate wurden
- P26 24 h mit 1 pl in vitro trandatierter ®S-markierter
Caspase-8/ainkubiert und auf 15 % SDS-PAGE aufge-
2 [ pis trennt. Die Gele wurden fixiert, amplifiziert (Amplify,
- Amersham, Braunschweig), getrocknet und autoradio-
‘~‘"“‘-p12 graphiert. Die Positionen von Caspase-8/a und da
E Spaltprodukte im Gel ist angegeben. (B) DISC-
T——— p10 Analyse von 5 x 107 Jurkat-Zellen nach Behandlung
mit  PMA, PD98059  und/oder  anti-APO-1
(Konzentrationen und Stimulationszeiten wie in A).
. Nach Stimulation wurden die Zellen lysiert, der DISC
B - - + + + anti-APO-1 immunprazipitiert und die Immunprézipitate mittels
+ + I PMA Western Blot analysiert. Die Laufpositionen von
= _PD98059 Caspase-8/a, -/b, p43/41, sowie der schweren Kette des
# == = [ caspase-8a/b immunprazipitierenden Antikorpers sind  angegeben.
= e e w1063, Die Expositionsdauer betrug 30 min.
BRI 43/41
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A anti-CD95 Abbildung 10: PMA reduziert die
. Spaltung von Bid. (A) Jurkat-Zellen wurden in
0 % 60 120  [min] An- oder Abwesenheit von 20 ng/ml PMA (30

- - 4+ -+ - + PMA min. Vorinkubation) mit 100 ng/ml anti-APO-1
Antikorper fir die angegebenen Zeitraume stimu-
———e——|- 5 (] liert. Die Menge an gespaltenem und ungespalte-
nem Bid wurde per Western Blot-Analyse bestimmt.
... o B}g (B) Jurkat wurden fur 2 h mit 2 pg/ml anti-APO-1,
20 nM PMA (10 min. vor anti-APO-1 Stimula-
tion) und 30 uM PD98059 (30 min. vor anti-APO-
B 1 Stimulation) stimuliert und die Menge an gespal-
- + + + anti-APO-1 tenem und ungespaltenem Bid per Western Blot-
Analyse bestimmt.
- -t + PMA
- - - + PD98059

—— e e = |- Bid

— v e |- P15

MAPK liel®e sich ein PKC-spezifischer, MAPK-unabhangiger Effekt aufzeigen. Jedoch
konnten keine Unterschiede in der Aktivitét der DISCs aus den verschieden stimulierten Jurkat-
Zellen festgestellt werden (Abb. 9A).

Als néchstes wurde untersucht, ob sich die endogenen Mengen von Caspase-8, die an den
CD95-DISC rekrutiert werden, durch Stimulation von PKC verandern. Dadie a's Modellzellinie
ausgewdhlten Jurkat-Zellen as Typ 1l-Zellen nur sehr geringe Mengen DISC bilden, wurden
deutlich mehr Zellen as Ublicherweise fur die Immunprézipitation des DISCs eingesetzt. Die
Mengen an CD95-assoziierter Caspase-8 in den Jurkat-Zellen waren deutlich geringer as in den
als Kontrolle verwendeten SKW6.4, obwohl von diesen Typ I-Zellen finfmal weniger Zellen
eingesetzt wurden (Daten nicht gezeigt). Die Rekrutierung von endogener Caspase-8 an den
DISC von Jurkat-Zellen wurde durch Aktivierung von PKC und MAPK allerdings nicht beein-
flurd (Abb. 9B), was einen direkten oder indirekten Effekt von PKC oder MAPK auf den DISC
von CD95 ausschlieft.

Dagegen it die Spaltung von Bid durch Aktivierung von PKC deutlich inhibiert (Abb. 10A),
was darauf hindeutet, dal3 PKC bzw. ein PKC-aktiviertes Effektormolekil, wie z. B. MAPK,
auf der Ebene von Bid wirkt. Der Einfluld scheint aber eher indirekt zu sein, da der MEK1-In-
hibitor PD98059 die PMA-vermittelte Reduktion der Bid-Spatung blockiert (Abb. 10B). PMA
aktiviert also MAPK Uber PKC, wodurch CD95-vermittelte Apoptose in Typ I1-Zellen durch
Inhibition der Spaltung von Bid blockiert wird. Die verminderte Spaltung von Bid unterbricht
den mitochondriellen Signalweg der Typ I1-Z€ellen.
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2 Regulation CD95-vermittelter Apoptose durch c-FLIP_

2.1 c-FLIP_ inhibiert CD95-vermittelte Apoptose

Bel der Suche nach Proteinen, die Sequenzhomologien zu DED-enthaltenden Proteinen, wie
z.B. FADD oder Caspase-8, aufweisen, wurden virde Gene in EST-Datenbanken (EST:
expressed sequence tag) identifiziert, die wie Caspase-8 zwei DEDs enthdten (Thome et al .,
1997; Hu e al., 1997a; Bertin et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dal3 die korrespon-
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Abbildung 11: Expression von c-FLIP in verschiedenen Zellen. 50°lg an zellul ren Proteinen der angege-
benen Zellinien wurden durch Western Blot mit (A) dem anti-c-FLIP Antik rper NF6 (B) dem anti-Caspase-8
Antik rper C15 und (C) einem anti-FADD Antik rper (Transduction Laboratories) analysiert. Die Zellen re-
pr sentieren die folgenden Gewebe: Lymphgewebe: B-Zellen (BJAB, Raji, SKW6.4), T-Zellen (H9, CEM,
Jurkat) und Monozyten (U937); Niere (293T); Geb rmutterschleimhaut (HeLa); Brust (MCF-7); Darm (HT29);
Leber (HepG2); Muskel (KYM-1) und Lunge (SCLC 16H, NCI N592). Die Laufpositionen von c-FLIP. und
c-FLIPs sind markiert.
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dierenden Proteine CD95-vermittelte Apoptose inhibieren kénnen, indem sie in den DISC
rekrutiert werden und dort die Aktivierung von Caspase-8 verhindern (Thome et al., 1997).
Nachfolgend konnte von verschiedenen Gruppen ein zelluldres Homolog kloniert werden
(Irmler et al., 1997b; Goltsev et a., 1997; Shu et al., 1997; Inohara et al., 1997; Srinivasula &
a., 1997; Hu et a., 1997b; Han et al., 1997; Rasper et al., 1998), das acht unterschiedliche
Namen erhielt (siehe Einleitung, Kapitel 4.8.2) und im folgenden c-FLIP genannt wird. Dabel
wurde sowohl eine pro- als auch eine anti-apoptotische Funktion fr c-FLIP beschrieben. Die
Untersuchungen in den Verd6ffentlichungen Gber die Klonierung von c-FLIP beschrénkten sich

Caspase-8 %CgG

| DED1 I DED 2 pl8 [ | pl0
c-FLIP | waV

I DED1 I DED?2 p20 | pl0
c-FLIP ¢

| DED1 Il DED?2

V-FLIP (E8)

| DED1 Il DED?2

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Struktur von c-FLIP. Die Aminos uresequenz des mutierten
aktiven Zentrums von c-FLIP ist mit der von Caspase-8 verglichen. DED, Todeseffektor-Dom ne.

alerdingsfast ausschliefdlich auf transiente Transfektionsexperimente. Aul3erdem wurden neun
verschiedene Splicevarianten auf RNA Ebene beschrieben.

Umdie Rollevon c-FLIP in der CD95-vermittelten Apoptose genauer untersuchen zu kénnen,
wurde zundchst mit Hilfe eines in unserem Labor hergestellten monoklonalen Antikorpers, der
den in alen beschriebenen Spliceformen enthatenen N-terminalen Bereich von c-FLIP erkennt,
das endogene Expressionsniveau in verschiedenen Zdlinien untersucht. Dazu wurden Lysate
der verschiedenen Zédllinien hergestellt, gleiche Proteinmengen mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und per Western Blot analysiert. Dabei konnten in Einklang mit anderen Arbeitsgruppen (Irmler
et a., 1997b; Shu et al., 1997; Rasper et a., 1998) zwei Formen von c-FLIP auf Proteinebene
identifiziert werden (Abb. 11A). Dielange Form (55 kDa, c-FLIP,) hat eine @hnliche Doménen-
struktur wie Caspase-8. c-FLIP, enthdlt zwel DEDs in seiner Prodoméne und eine putative
Caspasendoméane mit zwel Untereinheiten an seinem C-Terminus. Jedoch besitzt c-FLIP, en
nicht funktionelles aktives Zentrum, in dem das katalytische Cystein und andere fir die Katalyse



111. Ergebnisse 70

A Abbildung 13:  berex-
BJAB- B 100 pression  von c-FLIP,
sch tzt Zellen vor CDY95-
vermittelter Apoptose. (A)
BJAB-Zellen wurden mit
einem Kontrollvektor
(Kontrolle) oder  einem
FLAG-c-FLIP.-Expressions-
plasmid (c-FLIP.) transfiziert
und die Expression stabiler
Klone im Western Blot mit
dem anti-c-FLIP Antik rper
NF6 nachgewiesen. (B) Die
0 unter (A) gezeigten Zellen
. den mit (+) oder ohne (-)
anti-APO-1 -+ -+ wur
Kontrolle C'FLIPL anti-APO-1 fr 16 h inkubiert
BJAB- und anschlie§end die
C i Apoptose bestimmt. (C, D)
Kontrolle BJAB c-FLIP Die unter (A) gezeigten Zellen
L
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anti-APO-1[min] 0 30 60120180 0 30 60120180 kpa Zeiten mit anti-APO-1 be-
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wichtige Aminosduren mutiert sind. Die kurze Form (27 kDa, c-FLIPy) ahnelt den virden
FLIPs. Abb. 12 falét dies schematisch zusammen.

Die Expression von c-FLIPg ist geringer als die der 55 kDa Splicevariante, und auch die Grofe
von c-FLIPg war nicht einheitlich. So wurde in den B-Zdlen Rgji und SKW6.4 eine etwas
kleinere Form von c-FLIPg gefunden. Allerdings korrelierte weder die endogene Expression
von c-FLIP_ noch die von c-FLIPg mit Sensitivitét oder Resistenz gegentiber Apoptose. Semi-
quantitative Western Blot-Analysen ergaben, dald c-FLIP, etwa 100fach geringer exprimiert
wird als Caspase-8 (Daten nicht gezeigt). Da c-FLIP_ gegenlber c-FLIPg die in lymphoiden
Z€ellen stérker exprimierte Form ist, wurde diese | soform ndher untersucht.

Um den Einflul? von c-FLIP, auf den CD95-Signalweg zu studieren, wurden BJAB-Zellen
stabil mit einer FLAG-markierten Form dieses Molekils transfiziert. Dies ermdglichte, das
transfizierte FLAG-c-FLIP_ durch sein verandertes Laufverhalten vom endogenen c-FLIP, zu
unterscheiden. Es wurden mehrere c-FLIP, Transfektanten erhalten, von denen die Ergebnisse
eines reprasentativen Klons gezeigt sind. Die Expression von FLAG-c-FLIP, lag deutlich Gber
der des endogenen Proteins (Abb. 13A). Dies bewirkte, dal3 die transfizierten Zellen vor CD95-
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vermittelter Apoptose geschiitzt waren (Abb. 13B). Die Protektion vor CD95-vermittelter
Apoptose korrelierte in den verschiedenen Klonen mit dem Expressionsniveau von c-FLIP,
(Daten nicht gezeigt).

Die Aktivierung von Caspase-8 stellt den ersten enzymatischen Schritt im CD95-Signalweg dar.
Um zu Uberprufen, ob c-FLIP_ in der Lage ist, mit diesem frihen Ereignis zu interferieren,
wurde die Spaltung von Caspase-8 nach CD95-Stimulation untersucht. Es zeigte sich, dai3 in
den c-FLIP, -transfizierten Zellen die Aktivierung von Caspase-8 inhibiert war, wogegen eine
normale Aktivierung von Caspase-8 in den Kontrolltransfektanten beobachtet werden konnte
(Abb. 13C). Die Stimulation von CD95 fuhrte jedoch auch zu einer Spaltung von c-FLIP_, so
dai3 die Bildung eines Spaltproduktes von 43 kDa (p43) beobachtet werden konnte (Abb. 13D).
Dieses Spaltprodukt war jedoch nicht stabil und wurde schnell degradiert, so dal3 es bel dem
endogenen c-FLIP, nur schwer nachzuweisen war. Auch in den transfizierten Zellen wurde eine
Spaltung von c-FLIP, beobachtet, obwohl keine signifikante Caspase-8-Aktivierung vorlag. Bei
dem gespaltenen c-FLIP, war das N-terminale FLAG-Markerpeptid noch intakt, so dal3 auch
das p43-Intermediat ein langsameres Laufverhalten im Gel aufwies. Dies |&% den Schlul? zu,
dal’ c-FLIP, in Analogie zu Caspase-8 zwischen der putativen p18 und p10 Untereinheit pro-
zessiert wird (vgl. Abb. 14A), und dal3 diese Spaltung mit der Wirkung des Proteins as
Apoptose nhibitor einhergeht. Eine putative Spaltstelle fir Caspasen in c-FLIPL ist beschrieben
worden (Irmler et al., 1997b). Eine Spaltung von c-FLIP; nach CD95-Stimulation konnte nicht
beobachtet werden.

2.2 c-FLIP_ wird in den DISC von Typ I-Zellen rekrutiert

Da c-FLIP, 8hnlich wie Caspase-8 oder v-FLIP zwei DEDs enthdlt, ist es moglich, dal3 auch
c-FLIP_inder Lageist, tUber FADD an den aktivierten CD95-Rezeptor zu binden. Um dies zu
testen, wurde entweder der stimulierte oder der unstimulierte CD95-Rezeptor aus c-FLIP, und
vektortransfizierten Zellen immunprazipitiert und die Assoziation von c-FLIP, mit dem DISC im
Western Blot Uberprift (Abb. 14B). c-FLIP, war stimulationsabhéngig in der Lage, an den
CD95-DISC zu binden. Neben c-FLIP, wurde auch c-FLIP; an Rezeptor gefunden. Dies war
zu erwarten, da auch c-FLIPg die beiden N-terminalen DEDs enthdt (Irmler et al., 1997b). In
den transfizierten Zellen war die Menge an DISC-assoziiertem c-FLIP, deutlich erhoht, was
darauf schlief3en a3, dal? die Bindekapazitét des DISC fur c-FLIP, in den vektortransfizierten
Zéellen noch nicht ausgeschopft war. Jedoch war nicht die ungespaltene Form von c-FLIP, mit
dem Rezeptor assoziiert, sondern die gespatene p43-Form, die auch schon nach CD95-
Stimulation im Lysat nachgewiesen werden konnte (Abb. 13D).



I11. Ergebnisse

72

A

caspase-8/a
p43 [ ]

caspase-8/b I:I—I:I—dl:l

p4l e ———

él

DED1 DED2 p18 p10

C-FLIP
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assoziiert (Abb. 14C), was auf ene
voranschreitende  Caspase-8-Aktivie-
rung schlief3en |&/%. In den c-FLIP, -transfizierten Zellen waren jedoch nur die Spaltprodukte
von Caspase-8, p43/41, mit dem DISC assoziiert. Ungespaltene Caspase-8 konnte nicht nach-
gewiesen werden (Abb. 14C). Dadiese Produkte nur durch die Spaltung von Caspase-8 erzeugt
werden kénnen, muf3 initial ungespaltene Caspase-8 mit dem DISC assoziiert gewesen sein.
Jedoch scheint eine Blockade der Verdréngung der Spaltprodukte durch ungespaltene Caspase-8
vorzuliegen. Weitere Versuche zeigten, dal3 die Menge an DISC-gebundenem FADD durch
c-FLIP_ nicht veréndert wird (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Daten kann geschlossen werden,
da3 die erhohte Menge an c-FLIP, fur die Blockade der Aktivierung von Caspase-8
verantwortlich ist.

Der Wirkmechanismus von c-FLIP, kann wie folgt zusammengefalt werden. Nach Stimulation
binden c-FLIP,, c-FLIPs und Caspase-8 Uber FADD an CD95. Dort werden Caspase-8 und
auch c-FLIP, gespalten. Jedoch gehen die Spaltprodukte beider Proteine einen stabilen
Komplex miteinander und mit FADD ein, der nicht durch ungespatene Caspase-8 vom
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Rezeptor verdrangt werden kann. Da dies aber fur die weitere Aktivierung von Caspase-8
essentiell ist, wird das CD95-Signal an dieser Stelle unterbrochen und die Apoptose somit
verhindert.

2.3 c-FLIP_ inhibiert den DISC von Typ Il-Zellen

Dac-FLIP,_ direkt den ersten enzymatischen Schritt CD95-vermittelter Apoptose, die Aktivie-
rung von Caspase-8 am DISC, inhibiert, lag die Vermutung nahe, dald c-FLIP, CD95-ver-
mittelte Apoptose auch in Typ II-Zellen inhibieren kann. Um diese Vermutung zu testen,
wurden stabile Transfektanten der Typ I1-Zélinie CEM hergestellt. Wie im Falle der BJAB
c-FLIP_-Transfektanten wurde eine mit einem FLAG-Markerpeptid versehene Version von
c-FLIP, bzw. ein Kontrollplasmid transfiziert (Abb. 15A). Zuerst wurden die Transfektanten
auf ihre Sengtivité gegeniber CD95-vermittelter Apoptose getestet. Dazu wurde die DNA-
Fragmentierung nach CD95-Stimulation analysiert. Durch die verstdrkte Expression von c-
FLIP_ sind die Zdlen resistent gegentiber CD95-vermittelter Apoptose, wie die Titration von
anti-APO-1 in Abb. 15B zeigt. Da verstarkte Expression von c-FLIP, auch den Verlust des

mitochondriellen Transmembranpotentials (Ay, ), dasim FACS mit Hilfe des Fluoreszenzfarb-

stoffes JC-1 gemessen wurde, sowohl in der Titration von anti-APO-1 (Daten nicht gezeigt), as
auchin der Kinetik (Abb. 15C) verhindert, wirkt c-FLIP_ in Typ I1-Zellen oberhab der Mito-
chondrien.

Esist anzunehmen, dal3 c-FLIP, auchin Typ I1-Zellen direkt den DISC inhibiert. Da der DISC
von Typ I1-Zellen nicht oder nur sehr schwer im Western Blot analysiert werden kann, wurde
en in vitro-Caspase-8-Spaltungstest durchgefihrt (vgl. Abb. 9A). Dabel wird die Fahigkeit
eines DISCs gemessen, exogen zugegebene Caspase-8 umzusetzen. In Abb. 15D ist zu sehen,
da3die Typ I1-Zdlen Jurkat und CEM in der Lage sind, nach CD95-Stimulation einen DISC zu
bilden, der Caspase-8 spalten, d.h. aktivieren kann. Die Aktivitdt der Typ 11-DISCs ist aler-
dings deutlich geringer alsin den Typ |-Zellen SKW6.4. Caspase-8 ist stérker umgesetzt in den
Typ I-DISCs, obwohl bei SKW6.4 nur hab so vide Zdlen fir die Immunprézipitation des
DISCs eingesetzt wurden. Der DISC von CEM-Zéllen, die mit c-FLIP, transfiziert wurden, hat
dagegen keine Caspase-8-spaltende Aktivitét (Abb. 15D). c-FLIP, inhibiert also den DISC auch
in Typ [1-Z€llen.
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Abbildung 15: c-FLIP, blockt CD95-vermittelte Apoptose in Typ Il-Zellen am DISC. (A)
Expression von c-FLIP_ in CEM-Transfektanten. Zelluldre Lysate von CEM, die mit dem Kontrollvektor (Vekt.)
oder FLAG-markiertem c-FLIP_ (c-FLIP,) transfiziert sind, wurden per Western Blot mit Hilfe des monoklonalen
c-FLIP Antikorpers NF6 analysiert. (B) Vektor-transfizierte (¢) und c-FLIP -transfizierte (0) CEM wurden mit
den angegeben anti-APO-1 Konzentrationen fur 16 h inkubiert und Apoptose anhand der DNA-Fragmentierung
gemessen. (C) Vektor-transfizierte (+) und c-FLIP_-transfizierte (0) CEM wurden mit 1 pg/ml anti-APO-1 Kon-
zentrationen fur die angegeben Zeitréume inkubiert, und anschlieffend AW ,,, mittels JC-1 Férbung gemessen. (D)
in vitro-Caspase-8-Spaltungstest. CD95 wurde von unstimulierten (-) oder stimulierten (+; 2 pg/ml anti-APO-1
fur 5 min bei 37° C) immunprézipitiert und mit in vitro translatierter S-markierter Caspase-8/a inkubiert (24 h,
4° C). Anschlief?end wurde die Proben auf einem 15 % SDS-PAGE aufgetrennt, die Gele fixiert, amplifiziert
(Amplify, Amersham, Braunschweig), getrocknet und autoradiographiert. Die Laufpositionen von Caspase-8/a
und der Spaltprodukte sind angegeben. Der obere Teil des Gelswurde 16 h, der untere 3 Tage exponiert.
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3. Dar CD95-Rezeptor in Typ |- und Typ 1l-Zellen

Typ |- und Typ II-Z€ellen zeichnen sich durch eine unterschiedlich effiziente DISC-Bildung aus
(Abb. 7) (Scaffidi et a., 1998). Da dle bekannten Komponenten des DISC, CD95 (Abb. 18)
(Scaffidi et a., 1998), FADD, Caspase-8 und c-FLIP (Abb. 11) (Scaffidi et al., 1998), in den
vier Moddllzdllinien vergleichbar stark exprimiert sind, stellt sich die Frage, was die DISC-
Bildung in Typ I1-Zellen vermindert bzw. in Typ I-Zellen begunstigt.

Eine mogliche Erklérung konnte ein zusétzliches, mit CD95 assoziiertes Molekll sein. So
konnte eine bisher nicht identifizierte DISC-Komponentein Typ I-Zellen die Bildung des DISC
verstarken. Alternativ konnte in Typ 11-Zellen ein Inhibitor der DISC-Bildung exprimiert sein.
Ein Molekil, das nur in Typ II-Zdlen exprimiert wird und somit fur die verminderte DISC-
Bildung verantwortlich sein kdnnte, wurde von Scaffidi et al. (1998) beschrieben und aufgrund
des Mol ekul argewichtes p120 genannt. Dieses Molekil interagiert allerdings nicht spezifisch mit
CD95, obwohl es Typ I1-spezifisch exprimiert wird. Vielmehr bindet es an eine Oberflache, die
durch Bindung eine Antikérpers an Protein A entsteht (Daten nicht gezeigt). Weitere Molekdle,
die mit CD95 interagieren, konnten bisher Uber den verfolgten Proteomansatz nicht identifiziert
werden.

Eine posttrandationale Modifikation einer der DISC-Komponenten koénnte eine andere Er-
kl&rung fir die Unterschiede in der DISC-Bildung in Typ I- und Typ I1-Zellen sein. Eine DISC-
Komponente, die posttrandational modifiziert ist, ist FADD. FADD wird an Serin 194
phosphoryliert, was jedoch keinen Einfluf auf die Rekrutierung in den DISC hat (Scaffidi et al.,
2000). Deshab wurde untersucht, ob eine posttrandationale modifikation von CD95 fir die
unterschiedliche DISC-Bildung verantwortlich ist.

3.1 Glykosylierung von CD95 in Typ I- und Typ II-Zellen

Eine haufige posttrand ationale Modifikation von Zelloberflachenrezeptoren, so auch CD95, ist
die Glykosylierung. CD95 ist in den Typ I-Zellinien SKW6.4 und H9 stérker glykosyliert als in
den beiden Typ I1-Zdlinien CEM und Jurkat. Dies zeigt sich in der zweidimensionalen Gel-
elektrophorese. Je stérker CD95 glykosyliert ist, desto mehr Sialinsdure-Gruppen werden
eingebaut. Da Sialinséure negativ geladen ist, verschiebt sich der isoelektrische Punkt von
CD95 bei zunehmendem Mol ekulargewicht zu sauren pH-Werten (Abb. 16) (Peter et a., 1995).
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Um die Rolle des Glykosylierungsstatus von CD95 bei der DISC-Bildung zu anaysieren,
wurden zwei BJAB-Klone untersucht, die sich im Grad der Glykosylierung der Oberfléchen-
molekile unterscheiden. K88 ist stark, K20 niedrig glykosyliert (Keppler et al., 1999). Die
Expression von Caspase-8 und FADD ist in beiden Klonen gleich, wenn auch niedriger im

g: Caspase-8/a, -/b
Eﬁi% FADD
-— -

B SKW6.4 K20 K88

Abbildung 17: DISC-Bildung korreliert -+ - o+ -+
nicht mit dem Glykosylierungstatus von
CD95. (A) Expression von Caspase-8 und FADD . 3 " Caspase-8/a, -/b

in zelluldren Lysaten von SKW6.4, K20 und K88.
Die Analyse erfolgte per Western Blot mit mono-
klonalen Antikorpern gegen Caspase-8 (C15) und

FADD. (B,C) DISC-Anayse von K20 und K88. Je I - p43

5 x 10" K20 bzw. K88 wurden stimuliert (+) bzw - - p4l
nicht stimuliert (-), lysiert und CD95 immunpré

Zipitiert. Als Kontrolle wurden 10" SKW6.4 in der C

gleichen Weise behandelt. Die Immunprézipitate = L EADD

wurden mittels Western Blot mit den gleichen Anti-
kérpern wiein (A) analysiert.
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Vergleich zu SKW6.4 (Abb. 17A). Beide Klone unterscheiden sich hinsichtlich ihres Ver-
mogens, einen DISC zu bilden. K20, die niedrig glykosyliert sind, weisen hinsichtlich der
DISC-Bildung einen Typ I-Phanotyp auf, wohingegen die stark glykosylierten K88 keinen
DISC bilden, also eine Typ I1-Phénotyp aufweisen (Abb 17B,C). Das Verhdtnis von Glyko-
sylierungsstatus zur DISC-Bildung ist bei K20 und K88 aso genau umgekehrt wie bei den Typ
I- und Typ I1-Zellinien. Es gibt also keine eindeutige Korrelation zwischen Glykosylierungs-
status und DISC-Bildung, was einen Zusammenhang zwischen dem Glykosylierungsgrad von
CD95 und einem Typ |- bzw. Typ I1-Phanotyp unwahrscheinlich macht.

3.2 Das CD95-Paradoxon

Die vier Moddllzdllinien SKW6.4 und H9 (Typ 1), sowie CEM und J16 (Typ Il) exprimieren
vergleichbare Mengen an CD95 auf der Zelloberfléche. Dies zeigt eine FACS-Anayse (Abb.
18), die mit Hilfe von anti-APO-1, der ein konformationsspezifisches Epitop im extrazelluldren
Bereich von CD95 erkennt (Abb. 19B), durchgefiihrt wurde. Analysiert man dagegen die
CD95-Expression mittels Western Blot, zeigen sich drastische Unterschiede (Abb.19A). Da das
Epitop von anti-APO-1 auch in der nicht reduzierenden Gelelektrophorese zerstort wird, wurde
fir Western Blot-Analysen ein Antikorper verwendet, der die 20 C-terminaen Aminosduren
erkennt (C-20). Der Western Blot zeigt eine starke Expression von CD95 in den Typ |-Zdllen
SKW®6.4 und H9, jedoch keinerlel Signal in
den Typ II-Zellen (Abb. 19A), obwohl in
dlen Bahnen gleichvid Protein geladen
wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden mit
zwei Antikorpern erzielt, die ebenfalls den
intrazellularen Tell von CD95 erkennen
(Abb. 19A). HF-1 ist ein aufgereinigtes,
polyklonales Kaninchenserum, das gegen
den kompletten intrazellul&ren Tell von CD95
gerichtet ist. Der monoklonale Antikorper
3D5 erkennt die Todesdoméne von CD95.
Die Lage der Epitope der verschiedenen anti-
CD95 Antikorper veranschaulicht Abb. 19B.
Zusammenfassend ist also festzustellen, dal3
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Abbildung 18:Typ |- und Typ Il-Zellen ex-

primieren vergleichbare Mengen an CD95 auf
der Zelloberflache. Die Typ I-Zellen SKW6.4 und
H9, sowiedie Typ |I-Zellen CEM und Jurkat wurden mit
anti-APO-1 und einem PE-konjugierten Zweitantikorper
geférbt (graue Kurven). Als Kontrolle diente eine Farbung
mit dem Zweitantikorper aleine (weil®e Kurven). Die
geférbten Zellen wurden im FACScan analysiert.

die Erkennung des extrazelluldren Teils von
CD95 in dlen vier Zdlinien gleich ist, der
intrazellulére Tell aber unterschiedlich detek-
tiert wird.
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Abbildung 19: Western Blot-Analyse zeigt eine unterschiedliche Expression von CD95 in
Typ I- und Typ II-Zellen. (A) Zellulére Lysate der Typ I-Zellen SKW6.4 und H9, sowie der Typ II-Zdlen
CEM und Jurkat wurden per Western Blot mit einem polyklonalen Kaninchenantikdrper (C-20) analysiert. Der
Blot wurde gestrippt und mit anderen CD95-Antikérpern entwicklt, némlich einem polyklonalen Kaninchenserum
(HF-1) und einem monoklonalen Antikorper (3D5). Schliefflich wurde die Membran mit einem monoklonalen
Antikorper gegen Erk-1 entwickelt, um die Beladung der einzelnen Bahnen zu Uberprifen. (B) Schematische
Darstellung von CD95. Die Lage der Epitope der verschiedenen anti-CD95 Antikorper ist angegeben.

Dies konnte durch die Typ Il-spezifische Expression einer Splicevariante erklart werden,
welcher der intrazellulare Teil von CD95 fehlt. Eine solche Splicevariante, in der Exon 7 von
CD95 herausgespleifdt wird, was zu einem verkirzten Protein fuhrt, ist beschrieben worden
(Jenkins et al., 2000). Eine andere Erkl&rung wére, dald Typ I-Zellen intrazellulér CD95 ge-
speichert haben. Dies konnte durch stimulationsabhéngigen Transport von intrazelluldr ge-
speichertem CD95 zur Zelloberfléche zur effizienteren DISC-Bildung in Typ I-Zellen beitragen.
In der FACS-Anadyse ist nur Zeloberflachen-CD95 zu detektieren, wohingegen man im
Western Blot auch intrazelluldres CD95 detektiert wird.

Deshab wurde ene intrazellulére FACS-Analyse durchgefuhrt. Dazu wurden fixierte, permea
biliserte Zellen mit B-10, einem monoklonalen Antikorper, der das gleiche Epitop erkennt wie
der polyklonale C-20, gefarbt. Abb. 20 zeigt, dal3 B-10 in alen vier Zellen die gleiche Signal-
stérke liefert. Die funktionell aktive, lange Spliceform von CD95 wird adso in dlen vier Zdlinien
vergleichbar stark exprimiert. Damit kann sowohl eine andere Splicevariante, als auch ene
hohere intrazellulére Expression von CD95 davon ausgeschlossen werden, fur die unterschied-
liche DISC-Bildung in Typ |- und Typ Il-Zellen verantwortlich zu sein.

Schliefdich wurden BL-60-Zellen und der BL-60-Klon K50 analysiert. Abb. 21A zeigt, dal3
BL-60 relativ resistent, K50 dagegen sehr sensitiv gegentiber CD95-vermittelter Apoptose sind.
Dies hangt mit der Expression von CD95 zusammen (Abb. 21B). BL-60 exprimieren anndhernd
kein CD95 auf der Zelloberflache, K50 sind BL-60 Zellen, die mit einer CD95-cDNA, die aus
der Typ I-Zellinie SKW6.4 kloniert wurde, transfiziert wurden. Trotz der hohen Expression auf
der Zelloberfléache in den K50 kann CD95 jedoch nicht im Western Blot detektiert werden (Abb.
21C). Dies widerspricht der Moglichkeit, dal3 Typ |- und Typ [1-Zellen unterschiedliche Splice-
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Abbildung 20: Intrazellulare Farbung von
CD95. Die Typ I- und Typ II-Z€llinien SKW6.4, H9,
CEM und Jurkat wurden fixiert, permeabilisiert und
mit einem monoklonalen anti-CD95 Antikorper (B-10;
vgl. Abb. 18B) bzw. enem Kontrollantikérper
gleichen Isotyps inkubiert. Nach Farbung mit einem
PE-konjugierten Zweitantikérper wurden die Zellen im
FACScan analysiert.

formen von CD95 exprimieren, und unterstiitzt die Hypothese, dal3 CD95 in Typ I1-Zellen post-

trand ational modifiziert ist.
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Abbildung 21: Hinweis auf eine posttranslationale Modifikation von CD95 in Typ II-
Zellen. (A) Die Sensitivitat gegenliber CD95-vermittelter Apoptose von parentalen BL-60 und Zellen, die mit
CD95 transfiziert wurden (K50), wurde mittels DNA-Fragmentierung bestimmt. (B) Anayse der Oberflachen-
expression von CD95. BL-60 und K50 wurden mit anti-APO-1 und einem PE-konjugierten Zweitantikorper
geféarbt (graue Kurven). Als Kontrolle diente eine Farbung mit dem Zweitantikorper alleine (weif3e Kurven). Die
gefarbten Zellen wurden im FACScan analysiert. (C) Zellulére Lysate von SKW6.4, BL-60 und K50 wurden per
Western Blot analysiert (C-20). Es wurden gleiche Proteinmengen geladen (50 ug).
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3.3 Typ I- und Typ II-Zellen benétigen unterschiedliche Kreuzvernetzung
von CD95

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der DISC-Bildung und der CD95-Detektierbarkeit
im Western Blot zwischen Typ I- und Typ I1-Zelen auch eine funktionalle Bedeutung haben,
wurde die Apoptoserate nach anti-APO-1-Stimulation in An- und Abwesenheit von kreuzver-
netzendem Protein A untersucht. Die Typ I-Zellen SKW6.4 und H9 sterben sehr effizient, ohne
dal3 der agonistische Antikorper anti-APO-1 durch Protein A kreuzvernetzt werden mui3 (Abb.
22A+B). Dagegen bendtigen die Typ I1-Zellen CEM und Jurkat eine starke Kreuzvernetzung
von CD95, um effizient in die Apoptose zu gehen (Abb. 22C+D). Dies weist darauf hin, dal3

100

A) SKW6.4 A B) H9 C) CEM o—* |D) Jurkat
75 o
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Abbildung 22: Typ Il-Zellen bendtigen eine effizientere Kreuzvernetzung von CD95. (A-D)
SKW6.4 (A), H9 (B), CEM (C) und Jurkat (D) wurden mit den angegebenen Mengen anti-APO-1 in An- (¢) und
Abwesenheit (0) von kreuzvernetzendem Protein A U.N. inkubiert. Apoptose wurde anhand von DNA-Fragmen-
tierung bestimmt.

CD95 in Typ I- und Typ II-Zellen unterschiedlich stark aktiviert werden mul3, um Apoptose
auszul sen.

Die Unterschiedein der DISC-Bildung und im CD95-Rezeptor selbst spiegeln sich ebenfalls auf
der Ebene der Rezeptoraggregation wider. Nach Stimulation bildet CD95 SDS-stabile Aggre-
gate, die in der SDS-Gelelektrophorese bel hohen Molekulargewichten zu detektieren sind
(Kischkel et al., 1995; Ruiz-Ruiz et al., 1999). Solche Aggregate lassen sich in den Typ I-
Zdlen (SKW6.4, H9), nicht dagegen in den Typ Il-Zellen (CEM, Jurkat) nachweisen (Abb.
23).
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Abbildung 23: Nur Typ I-Zellen bilden SDS-stabile CD95-Aggregate. SKW6.4, H9 (Typ I) und
CEM, Jurkat (Typ II) wurden mit anti-APO-1 stimuliert oder unstimuliert gelassen, lysiert und mittels 7,5 %
SDS-PAGE aufgetrennt. Die verschiedenen Zustdnde von CD95 wurden per Western Blot analysiert (C-20). Die
Laufpositionen von monomerem und aggregiertem CD95 sind angegeben.

Zusammenfassend ist zu sagen, dald es in CD95 Typ I- und Typ Il-Z€len eine starke Korrela-
tion zwischen CD95-Detektierbarkeit im Western Blot, Aggregation und DISC-Bildung gibt.
Die Unterschiede scheinen in einer posttrandationalen Modifikation von CD95 begrindet zu
sein, nicht in der Expression assoziierter Molekile. Der Glykosylierungsstatus scheint aber
nicht fur die Unterschiede von Typ I- und Typ |1-Zellen verantwortlich zu sein.
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4 Die Rolle von CD95 in Rahmen der Immunantwort

Wird ein présentiertes Antigen von T-Zdlen erkannt, beginnen sie zu proliferieren. Wahrend
dieser Proliferationsphase der Immunantwort fuhren die T-Zelen ihre Effektorfunktionen aus.
So produzieren T-Helfer-Zellen Zytokine, zytotoxische T-Zellen téten z. B. virusinfizierte
Zdllen. In dieser Phase sind die T-Zellen resistent gegentiber der Induktion von Apoptose durch
CD95. Nachdem das Antigen diminiert worden ist, sterben T-Zdlen durch einen Prozef3, der
Aktivierungs-induzierter Zdltod genannt wird (engl.: "activation-induced cdl death”", AICD),
um die Immunantwort wieder abzuschalten. In dieser Phase der Immunantwort sind T-Zdlen
also sensitiv gegentiber CD95-vermitteter Apoptose. Einige wenige T-Zellen Uberleben und
bilden sogenannte Gedéchtniszellen, die bel einer erneuten Immunantwort gegen dasselbe Anti-
gen schneller reagieren konnen. Diese Gedachtniszellen sind resistent gegeniiber Apoptose
(siehe auch Abb. 6).

Um die an diesen Prozessen betelligten Signamolekile untersuchen zu kénnen, wurde en
bereitsim Labor etabliertesin vitro-Modell verwendet.

4.1 Charakterisierung eines in vitro-Modells der Immunantwort

Primére T-Zellen wurden aus peripherem humanem Blut aufgereinigt (dO T-Zelen) und Uber
Nacht mit einem T-Zdl-Mitogen (Phytohemagglutinin, PHA) stimuliert (d1 T-Zelen) (Abb.
24A). Am n&chsten Tag wurden die Zellen gewaschen und in Interleukin-2 (IL-2) hatigem
Medium fur weitere 5 Tage kultiviert (d6 T-Zellen).

Zunéchst wurde die Expression von CD95 mittels FACS-Analyse untersucht. Ruhende T-Zellen
(dO) exprimieren nur geringe Mengen an CD95 (Abb. 24B). Nach Aktivierung wird die Ex-
pression von CD95 auf der Zelloberflache hochreguliert und bleibt dann konstant (Abb. 24B).
Als néchstes wurde die Sengitivitét gegentiber CD95-vermittelter Apoptose bestimmt. dO T-
Z€ellen waren sowohl resistent gegentiber Behandlung mit anti-APO-1 a's auch mit LZ-CD95L
(Abb. 24C), wie fur Zellen, die CD95 nur gering exprimieren, erwartet wurde. Ein Vergleich
der CD95 hoch exprimierenden T-Zellen von d1 und d6 ergab einen deutlichen Unterschied.
Trotz der hohen Rezeptorexpression waren die d1 T-Zellen Uberraschenderweise resistent (Abb.
24C).

IL-2 ist bekannt als Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Jedoch ist auch eine flr Apoptose sensitivie-
rende Funktion von IL-2 beschrieben worden (Lenardo, 1991; Refadi et al., 1998). Um den
Einfluld von IL-2 im hier verwendeten in vitro-System zu analysieren, wurden T-Zellen mit
zwei verschiedenen IL-2-Konzentrationen bis zum Tag 6 kultiviert und taglich die Apoptose-
Sengitivitdt gegentber anti-APO-1 Behandlung gemessen. Abb. 25A zeigt die spezifische
Apoptoserate. Wie schon in Abb. 24C gezeigt, sind dO und d1 T-Zellen resistent gegentber
CD95-vermittelter Apoptose. Von Tag 2 zu Tag 6 hin werden die T-Zellen zunehmend sensiti-
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Abbildung 24: Das in vitro Modell der T-Zell-Immunantwort. (A) Frisch isolierte ruhende T-
Zellen aus peripherem humanem Blut (d0) werden G.N. mit 1 pg/ml Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert. So
erhdlt man Kurzzeit-aktivierte T-Zellen (d1), die dann weiter 5 Tage mit 25 U/ml Inlerleukin-2 (IL-2) in Kultur
gehalten werden. Diese T-Zellen entsprechen dann Langzeit-stimulierten T-Zellen (d6). (B) Analyse der CD95
Expression auf der Zelloberflache von d0, d1 und d6é T-Zellen. (C) dO, d1 und d6 T-Zellen wurden G.N. mit 1
pg/ml anti-APO-1 bzw. LZ-CD95L (1:5 Verdinnung) stimuliert und Apoptose durch Messung der DNA-
Fragmentierung bestimmt.

ver. Dabel spielt die Menge an IL-2 aber offensichtlich eine untergeordnete Rolle (Abb. 25A).
Um den Effekt von IL-2 genauer zu untersuchen, wurden T-Zellen bis zum Tag 6 mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an 1L-2 kultiviert (Abb. 25B+C). Wiederum sind dO und d1 T-
Zellen resistent gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose. Ahnliches gilt fiir d6 T-Zellen, die ohne
exogenes IL-2 kultiviert wurden. Zwar ist die Rate der spontanen Apoptose in diesen Zelen
stark erhoht, jedoch &3t sich kaum Apoptose tiber CD95 induzieren. Die T-Zedlen sind am Tag
6 nur sensitiv, wenn sie mit IL-2 in Kultur gehalten wurden. Dabei hat die Menge des exogen
zugegebenen IL-2 keinen (Abb. 25B) bzw. nur einen geringen (Abb. 25C) Effekt.
Zusammenfassend ist festzustellen, dal? ruhende und frisch aktivierte T-Zellen im hier ver-
wendeten in vitro-System resistent gegeniber CD95-vermittelter Apoptose sind. T-Zellen
werden dagegen sensitiv, wenn sie langere Zeit mit IL-2 in Kultur gehaten werden. IL-2 ist
wichtig fur die Senstivierung gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose, die Konzentration von
IL-2 spielt dabel aber nur eine untergeordnete Rolle. Damit spiegelt das hier verwendete in
vitro-System die Resistenz und Sensitivitét gegentber CD95-vermittelter Apoptose von T-
Zellen im Rahmen einer Immunantwort in vivo wider.
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Abbildung 25: Effekt von
Interleukin-2 auf die CD95-
Sensitivitat von primaren T-
Zellen. (A) Die Sensitivitat
gegeniiber CD95-vermittelter
Apoptose wurde in T-Zellen, de
OUN. mit 1 pg/ml  anti-APO-1
stimuliert bzw. unbehanddt ge
lassen wurde, anhand von DNA-
Fragmentation gemessen. dO und dlL
T-Zelen wurden wie in Abb. 23A
beschrieben kultiviert. d2 bis d6 T-
Zelenwurden in 25 und 100 U/ml
Interleukin-2 ~ (IL-2)  kultiviert.
(B,C) d0 und d1 T-Zellen wurden
wiein Abb. 23A beschrieben kulti-
viert. Von Tag 1 an wurden die T-
Zellen in den angegebenen Mengen
IL-2 kultiviert und die CD95-
Sensitivitdt wie unter (A) be
schrieben gemessen. Die Ergebnisse
zweier Donoren sind gezeigt.

4.2 c-FLIP, spielt keine Rolle bei der Vermittlung von Resistenz in

Kurzzeit-aktivierten

T-Zellen

Dadie Expression von CD95 in d1 und d6 T-Zellen gleich ist, die Zellen sich aber hinsichtlich
ihrer Sensitivitét unterscheiden, mul3 der Grund fir diesen Unterschied in der intrazellul&ren
Signalkaskade liegen. Als verantwortlich fir die Resistenz von Kurzzeit-aktivierten T-Zdlen
wird eine Hochregulation von c-FLIP diskutiert (Irmler et a., 1997b; Refaeli et al., 1998). Um
dies zu testen, wurde die Expression von c-FLIP und Capase-8 in priméren T-Zelen wahrend
der Kultivierung Uber 6 Tage per Western Blot verfolgt. Da c-FLIP, in lymphoiden Zdlinien
stérker exprimiert wird (Abb. 11), wurde zundchst diese Spliceform untersucht. Die Western
Blot-Analyse zeigte, dal3 sich weder die Expression von Caspase-8 noch die von c-FLIP, in den
T-Zedlen wahrend der Kultivierungszeit énderte (Abb. 26A). Dies steht im Widerspruch zu
Studien, die eine Abnahme der c-FLIP, -Expression im Laufe der T-Zell-Aktivierung berichten
(Irmler et al., 1997b; Refaeli et a., 1998).

Weiterhin wurde die Spaltung von Caspase-8 in d1 und d6 T-Zellen analysiert, die unterschied-
lich lange mit anti-APO-1 behandelt wurden. Wéhrend Procaspase-8 in d6 T-Zedlen in die
aktiven Fragmente (p18) gespalten wird, findet in d1 T-Zellen keine Spaltung statt (Abb. 26B).
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Abbildung 26: c-FLIP, ist
nicht verantwortlich fur die
Resistenz von dl1 T-Zellen.
(A) Zélulare Lysate von priméren
T-Zellen wurden per Western Blot
auf die Expression von c-FLIP, und
Caspase-8 hin anaysiert. Erk-1
dient als Ladekontrolle. Es wurden
jeweils 30 nug Protein aufgetragen.
(B-D) d1 und d6 T-Zellen wurden
fUr die angegebenen Zeitrdume mit
1 pg/ml anti-APO-1 stimuliert,
lysiert und mittels Western Blot
analysiert. Die Laufpositionen von
Caspase-8, der aktiven Untereinheit
von Caspase-8, pl8, (B), sowie
gespaltenem wie ungespaltenem ¢
FLIP, (C) sind angegeben. Erk-1/2
dient as Ladekontrolle (D). Es
wurden jeweils 30 ug Protein auf-
getragen.

Die Spaltung von Caspase-8 korreliert dso mit Resistenz bzw. Sengtivitét der T-Zellen. Die
Analysevon c-FLIP, in der Kinetik zeigt, dal3 auch c-FLIP, am Tag 6 zum p43-Fragment ge-
spalten wird. Dagegen findet keine Spaltung in d1 T-Zdlen statt (Abb. 26C). Da die Spatung
von c-FLIP_ aber as Teil des Inhibitionsmechanismus von c-FLIP, identifiziert wurde (Abb.
13D und 14C), diese Spaltung aber am Tag 1 nicht zu detektieren ist, kann c-FLIP, keine
wesentliche Rolle bei der Vermittlung von Resistenz von d1 T-Zellen gegeniber CD95-ver-
mittelter Apoptose spielen. Dagegen spricht auch, daf? sich das Expressionsniveau von c-FLIP,
wahrend der Kultivierung nicht veréndert. Es muf3 hinzugefugt werden, dald c-FLIPg in d1 T-
Zdlen hochreguliert ist (sehe Abb. 31). Allerdings kann auch c-FLIPg nicht hauptverant-
wortlich fir die Vermittlung von Resistenz sein, wie im folgenden Abschnitt dargelegt wird.
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4.3 T-Zellen vollziehen einen Wechsel von Typ Il nach Typ | wahrend der

I mmunantwort

Dasich d1 und d6 T-Zellen in der Expression von CD95 (Abb. 24B), FADD (Peter e al.,
1997), Capsase-8 und c-FLIP, (Abb. 26A) nicht, wohl aber in der Senstivitét gegenuber
CD95-vermittelter Apoptose unterscheiden, wurde der DISC in diesen Zdlen untersucht. Dazu
wurden d1 und d6é T-Zdlen mit anti-APO-1 stimuliert bzw. unbehandelt gelassen, CD95

immunprézipitiert und die Prézipitate per Western Blot

mit Hilfe monoklonaler Antikorper

gegen FADD, Caspase-8 und c-FL 1P untersucht. Abb. 27A zeigt eine solche DISC-Analyse. Es
zeigt sich, dal3 die sensitiven d6 T-Zdlen einen DISC hilden, wie an der Rekrutierung der
Signalmolekile FADD, Caspase-8 , c-FLIP, und c-FLIP zu sehen ist. Caspase-8 und c-FLIP,
sind neben der Proform auch as Spatungsintermediate zu detektieren. In Abb. 27B ist zu
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Abbildung 27: Verminderte
DISC-Bildung in dl1 T-
Zellen. (A) d1 und d6 T-Zdlen
wurden mit anti-APO-1 stimuliert
(+) bzw. unbehandelt gelassen (-),
lysiert und CD95 immunprazipi-
tiert. Die Immunprazipitate wurden
mittels Western Blot mit mono-
klonadlen Antikérpern gegen ¢
FLIP (NF6), Caspase-8 (C15) und
FADD auf die Assoziation dieser
Signalmolekiile hin analysiert. Die
Laufpositionen von FADD, C-
FLIP;, C-FLIP, Caspase-8 und
der  entsprechenden  Spaltungs-
intermediate ist angegeben. (B)
DISC-Anayse von *S-markierten
d6 T-Zellen, die mit LZ-CD95L
stimuliert wurden. Nach Stimula-
tionin 1 ml LZ-CD95L-Uberstand
wurden die Zellen lysiert und
CD95 immunpréazipitiert. Das
Immunprézipitat wurde durch 2D-
|IEF-SDS-PAGE aufgetrennt.
Unspezifische Molekile wurden
durch  Vergleich mit  ener
Kontrollprazipitation aus unstimu-
lierten Zellen identifiziert. Die
Laufpositionen von FADD, phos-
phoryliertem FADD, CAP3, sowie
den Spaltungsintermediaten von
Caspase-8/a und-8/b sind angege-
ben.
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Abbildung 28: CD95 aus d1 T-Zellen verhéalt sich wie ein Typ I|I-Rezeptor. (A) CD95 wurde
in zelluldren Lysaten von dO, d1 und d6 T-Zellen per Western Blot analysiert (C-20, Santa Cruz, Heidelberg).
SKW6.4 Zellysat ist als Kontrolle mit aufgetragen. (B) Anayse von CD95-Aggregaten in d1 und d6é T-Zellen.
SKW6.4, d1 und d6 T-Zellen wurden mit 2 ug/ml anti-APO-1 stimuliert, lysiert und per Western Blot analysiert
(C-20, Santa Cruz, Heidelberg). Die Laufpositionen von aggregiertem und monomerem CD95 ist angegeben.

sehen, dald sich der DISC auch nach Stimulation mit LZ-CD95L bildet. Es wurde der DISC von
S markierten Zellen auf einem zweidimensionalen Gel aufgetrennt. Dabel sind zusétzlich zum
Western Blot auch phosphoryliertes FADD (FADD-P), CAP3, sowie die Prodoménen von
Capsase-8/aund -8/b zu erkennen. d1 T-Zellen bilden dagegen trotz Expression aller Moleklle
keinen DISC (Abb. 27A). Dieses Bild erinnert an das Moddll der Typ I- und Typ Il-Z€ellen. T-
Zellen scheinen also einen Wechsel von Typ Il and1 zu Typ | an d6 zu vollziehen.

Um diese Hyphothese weiter zu untermauern, wurde CD95 in d1 und d6 T-Zellen naher unter-
sucht. Wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, 183 sich CD95 in Typ I-Zellen gut per Western Blot
detektieren, wohingegen er in Typ Il-Zéellen - trotz per FACS nachgewiesener Expression -
nicht zu detektieren ist (sehe Abb. 19). Diesist auch bel den priméren T-Zdlen der Fall. Trotz
hoher Expression von CD95 (siehe Abb. 24B) &% es sich in d1 T-Zellen nur sehr schwach
detektieren, dhnlich wie in den gering exprimierenden dO T-Zdlen (Abb. 28A). Dagegen
detektiert man CD95 von d6 T-Zellen genauso gut wie den Rezeptor der Typ I-Zellinie SKW6.4
(Abb. 28A). Darlber hinaus bilden d6 T-Zellen, ebenso wie SKW6.4, hochmolekulare, SDS-
stabile Aggregate von CD95 (Abb. 28B). Die Bildung dieser Aggregate ist dagegen in den d1
T-Zellen, wiein den Typ lI-Zédllinien (vgl. Abb. 23), deutlich reduziert (Abb. 28B).

Primére T-Zellen vollziehen also wahrend ihrer Aktivierung eine Wechsel hinsichtlich der drel
Typ I-Typ Il-Charakteristika DISC-Bildung, CD95-Detektierbarkeit im Western Blot und
Aggregatbildung von CD95.

4.4 Kurzzeit-aktivierte T-Zellen sind durch Bcl-x, geschitzte Typ Il-Zellen

Dadl T-Z€elen als CD95-Typ Il eingestuft werden kdnnen und Typ I1-Zellen abhangig vom
mitochondriellen Signalweg von CD95 sind, wurden die Mitochondrien in d1 und d6 T-Zdlen
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A do d1 d2 d3 d4 d5 d6 Abbildung 29: Bcl-x, protektiert Mito-
chondrien aus d1 T-Zellen. (A) Zdlulédre Lysate
von priméren T-Zellen wurden per Western Blot auf die
Expression von Bcl-x, hin untersucht. Erk-1 dient as
o s e s e | C R Ladekontrolle. Eswurden jeweils 30 ug Protein aufge-
tragen. (B) d1 und d6 T-Zellen wurden fir die angege-
benen Zeitrdume mit 1 pg/ml anti-APO-1 stimuliert
und AY¥, mittels JC-1-Farbung im FACScan ge-
B 50 messen. (C) Zytosolische Extrakte von anti-APO-1
behandelten (+) bzw. unbehandelten (-) d1 und d6 T-
Zdlen wurden mittels Western Blot auf die Trandoka-
tion von Cytochrom c in Zytosol hin untersucht. Erk-
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ndher untersucht. Von den Mitgliedern der Bcl-2-Familie, die eine C-terminale Transmembran-
doméne besitzen, ist bekannt, dal3 sie u. a. an der @ulReren Mitochondrienmembran lokaisiert
sind. Peter et al. (1997) konnten zeigen, dal3 Bcl-x, in d1 T-Zellen hochreguliert ist, wohin-
gegen die Expression von Bcl-2 und Bax konstant bleibt. Deshalb wurde zunéchst die Expres-
sion von Bcl-x, Uber den Kultivierungszeitraum von 6 Tagen untersucht. Wie erwartet wurde
Bcl-x, durch Aktivierung der T-Zellen von dO auf d1 hochreguliert. Die Expression nahm dann
kontinuierlich ab, bis sie an d6 nahezu verschwunden war (Abb. 29A).

Im Verlauf der Apoptose vollziehen sich am Mitochondrium zwei Anderungen: Zum einen

bricht das Transmembranpotential (AY,) zusammen, zum anderen werden apoptogene

Faktoren aus dem Intermembranraum ins Cytosol entlassen. Deshab wurde zunéchst Ay, von

d1 und d6 T-Zdlen wahrend Stimulation von CD95 untersucht. Dazu wurden T-Zellen unter-
schiedlich lange mit anti-APO-1 stimuliert, mit dem Mitochondrien-spezifischen Fluoreszenz-
farbstoff JC-1 markiert und im FACS analysiert. Die resistenten d1 T-Zellen zeigen keinen

Verlust des Ay,,, wohingegen die sensitiven d6 T-Zellen ihr Ay, schon nach Stimulation von 1

h mit anti-APO-1 verlieren (Abb. 29B). Persistenz und Verlust von Ay, korrelieren also mit
Resistenz und Sensitivitét der T-Zellen.
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Einer der apoptogenischen Faktoren, der wahrend der Apoptose aus dem Intermembranraum
ins Cytosol entlassen wird, ist Cytochrom c. Daher wurde al's néchstes die Trandokation von
Cytochrom c¢ ins Cytosol untersucht. Dazu wurden dl und d6 T-Zdlen mit anti-APO-1
stimuliert bzw. unbehandelt gelassen, die Plasmamembranen mit Digitonin lysiert und cyto-
solische Extrakte durch Zentrifugation gewonnen. Die so gewonnenen cytosolischen Extrakte
wurden mittels Western Blot auf die Anwesenheit von Cytochrom ¢ analysiert. Dabel konnte in
den resistenten d1 T-Zellen keine Cytochrom c-Trandokation detektiert werden. Dagegen ist
Cytochrom c im Cytosol stimulierter d6 T-Zellen zu sehen (Abb. 29C). Somit korreliert die
Translokation von Cytochrom ¢ mit der fehlenden Expression von Bcl-x, .

Zusammenfassend ist festzustellen, dald die Expression von Bcl-x, dafiir verantwortlich zu sein

scheint, dal? die Mitochondrien in d1 T-Zellen weder ihr AW | verlieren, noch apoptogenische

Faktoren aus dem Intermembranraum ins Cytosol entlassen werden. Damit kann die Resistenz
von d1 T-Zellen dadurch erklért werden, dal? sie Typ Il-Zellen sind, die durch Bcl-x, vor
CD95-vermittelter Apoptose geschiitzt sind.

4.5 Cycloheximid sensitiviert Kurzzeit-aktivierte T-Zellen

Die Resistenz von d1 T-Zellen kann durch Behandlung mit Cycloheximid (CHX) gebrochen
werden (Klas et a., 1993) Um dies nachzuvollziehen wurden T-Zellen (d0, d1, d6) Gber Nacht
in An- und Abwesenheit von CHX mit anti-APO-1 stimuliert und Apoptose anhand der DNA-
Fragmentierung gemessen. Abb. 30A zeigt, dal3 in Abwesenheit von CHX dO und d1 T-Zdlen
resistent gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose sind. d6 T-Zellen sind dagegen sehr sensitiv
(ca. 75% spezifische Apoptose). In Anwesenheit von CHX werden dO und d1 T-Zelen so fur
CD95-vermittelte Apoptose sensitiviert, dald ca. 25% der T-Zelen spezifisch Uber CD95
sterben. Da dO T-Zellen CD95 geringer exprimieren als d1 und d6 T-Zellen und sich deshab
schlecht mit diesen vergleichen lassen, wurden im folgenden nur d1 und d6 T-Zellen analysiert.
Als néchstes sollte geklart werden, an welchem Punkt die Sensitivierung gegentiber CD95-ver-
mittelter Apoptose im CD95-Signalweg stattfindet. Dazu wurde zuerst untersucht, ob die Mito-
chondrien bel der Sengitivierung eine Rolle spielen. d1 T-Zdlen wurden in An- und Abwesen-
heit von CHX mit anti-APO-1 dimuliert, mit JC-1 gefarbt und anschlief?end im FACS
analysiert. d6 T-Zellen, die nur mit anti-APO-1 stimuliert wurden, dienten als Kontrolle. Dabel
wurde gezeigt, dal3 bei der Senstivierung von dl1 T-Zedlen durch CHX Mitochondrien

involviert sind, denn der Verlust des mitochondriellen Transmembranpotentials (AYW,) der
CHX-behandelten d1 T-Zellen war mit dem Verlust von Ay, in d6 T-Zellen vergleichbar (Abb.

30B). Dagegen zeigten die nicht mit CHX behandelten d1 T-Zellen keinen Verlust des Ay,...
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Abbildung 30: Cycloheximid sensitiviert d1 T-Zellen fir CD95-vermitelte Apoptose. (A)
Sensitivitdt gegenlber CD95-vermittelter Apoptose wurde in dO, d1 und d6 T-Zellen in An- (schwarze Baken)
und Abwesenheit (weil’e Baken) von Cycloheximid (CHX, 10 pg/ml) anhand der DNA-Fragmentierung be-
stimmt. (B) d1, mit CHX behandete d1 (1 h Vorbehandlung, 10 png/ml) und d6 T-Zellen wurden mit 1 ug/ml
anti-APO-1 fur 4 h stimuliert, mit JC-1 geférbt und anschlielend AW ,, im FACScan gemessen. (C) DISC-
Analyse von d1 und d6 T-Zellen mit und ohne CHX-Behandlung. 2 x 10" T-Zellen wurden fr 4 h mit 10 ug/ml
CHX behandelt oder unbehandelt gelassen, mit 2 pg/ml anti-APO-1 stimuliert, lysiert und CD95 immunpré:
Zipitiert. Als Kontrolle wurde der DISC aus 10° SKW6.4 immunprézipitiert. Die Immunprézipitate wurden per
Western Blot auf die Assoziation von Caspase-8 (C15) und FADD hin analysiert.

Dadie CHX-behandelten d1 T-Zdllen ihr Ay, nach Stimulation von CD95 verlieren, muf die

Sengitivierung oberhalb der Mitochondrien lokalisiert sein. Zunéchst wurde untersucht, ob
CHX einen Effekt auf die DISC-Bildung in priméren T-Zdlen hat. Dazu wurden d1 und d6 T-
Zdlen mit CHX vorbehandelt, der DISC stimuliert, immunprézipitiert und anschlief3end im
Western Blot analysiert. Abb. 30C zeigt, dal3 CHX keinen Effekt auf die Bildung des DISC in
d1 oder in d6 T-Zellen hat. In d1 T-Zellen 18} sich trotz Sensitivierung durch CHX kein DISC
induzieren, die Zellen behalten ihren Typ I1-Phanotyp.

Um Hinweise Uber den Mechanismus der CHX-induzierten Sensitivierung fir CD95-vermittelte
Apoptose zu erhaten, wurde die Expression verschiedener Apoptosemolekile anaysiert. Es
wurde vermutet, dal3 CHX as Proteinbiosyntheseinhibitor die Synthese eines anti-apopto-
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tischen Faktors verhindert, der zur Resistenz der d1 T-Zellen beitragt. Dazu wurden d1 T-Zellen
mit CHX oder Actinomycin D (ActD), einem Inhibitor der Transkription, behandelt bzw. unbe-
handelt gelassen, lysiert und per Western Blot analysiert. In Abb. 31A ist zu sehen, dal3 d1 T-
Zellen, im Gegesatz zu dO und d6 T-Zellen c-FLIPg exprimieren. Die Expression von c-FLIPg
ist durch CHX deutlich inhibiert, wohingegen c-FLIP, kaum beeintrachtigt ist. Da die Behand-
lung mit ActD kaum einen Effekt auf die Expression von c-FLIPg hat, scheint diese hauptsach-
lich trandlationell reguliert zu sein. Die Expression von Caspase-8ist in allen Proben gleich und
dient als Ladekontrolle (Abb. 31A).
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Abbildung 31: c-FLIPg hat eine kurze Halbwertszeit. (A) Zelulére Lysate von dO, d1 und d6 T-
Zellen wurden auf die Expression von c-FLIP,, c-FLIPs (NF6) und Caspase-8 (C15) hin untersucht. d1 T-Zdlen
wurden zusdtzlich 16 h mit 10 pg/ml Cycloheximid (CHX) bzw. 50 ng/ml Actinomycin D (ActD) behandelt.
(B) d1 T-Zellen wurden fur die angegebenen Zeiten mit 10 pg/ml CHX behandelt und die Expression von c-FLIP
(NF6), Caspase-8 (C15) und Bcl-x, im Western Blot verfolgt.

Um zu untersuchen, ob der Verlust der Expression von c-FLIPg zeitlich mit dem Verlust von
AY,, korreliert, wurden d1 T-Zellen unterschiedlich lange mit CHX behandelt, lysiert und einer
Western Blot-Analyse unterzogen. Dabel wurde festgestellt, dal3 c-FLIP; nach vier Stunden
annghernd komplett verschwunden ist (Abb. 31B). Die Expression von c-FLIP, nimmt zwar

ebenfalls deutlich ab, c-FLIP, 18 sich aber selbst nach 24-stindiger Behandlung mit CHX
noch nachweisen. Dagegen ist weder die Expression von Caspase-8 noch die von Bcl-x, durch

die Behandlung mit CHX veréndert (Abb. 31B). Die Abnahme von AY,, ist dagegen schon

nach einstiindiger Behandlung mit CHX zu detektieren (Abb. 30B). Somit korreliert die
Sensitivierung von d1 T-Zdlen durch CHX zwar mit einer Abnahme der Expression von c-
FLIP, der zeitliche Ablauf spricht jedoch gegen eine wesentliche Rolle von c-FLIPg be diesem
Prozef3. Da die Abnahme der Expression von c-FLIPg auch keinen Effekt auf die Bildung des
DISCs hat, bleibt der genaue Mechanismus der Sensitivierung durch CHX unklar.
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V. Diskussion

Apoptoseist fur mehrzellige Organismen von fundamentaler Bedeutung in der embryo-
nalen Entwicklung und der Erhaltung der Zellhomoostase (Vaux et al., 1999; Krammer, 1999).
Dabel spielen Todesrezeptoren, eine Unterfamilie der TNF/NGF-Rezeptor-Superfamilie, eine
wesentliche Rolle (Peter et al., 1998). Der Todesrezeptor CD95 ist an vielen physiologischen
Prozessen betelligt, die Apoptose involvieren. Speziell im Immunsystem kommt CD95 ene
entscheidende Rolle zu, wie aus dem Phanotyp von Menschen oder Mausen mit einem Defekt
im CD95-System deutlich wird (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Matsuzawa et al., 1990;
Takahashi et a., 1994a; Fisher et al., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Eine Fehlregulation im
CD95-System kann z. B. zur Entstehung von Krankheiten, wie z. B. dem Autoimmun-
Lymphoproliferativen Syndrom (ALPS), beitragen (Krammer et a., 1994; Debatin et al., 1994;
Galleet d., 1995; Jackson et al., 1999). Um therapeutisch solche Fehlregulationen korrigieren
zu konnen, ist es unerld@ich, die Signawege von CD95 und die Verknipfung mit anderen
Signalwegen zu kennen.

Das CD95-Zwei-Signalwege-M odell: Das Verhéltnis von DISC und Bcl-2
definiert Sensitivitat von Typ Il-Zellen

CD95 kann das Todessignal auf zwei verschiedenen Signalwegen in die Zelle leiten. Mit
Hilfe des agonistischen Antikorpers anti-APO-1 konnte in humanen Zellinien gezeigt werden,
dal3 diese Signawege je nach Zdlltyp préferentiell beschritten werden (Scaffidi et al., 1998).
Diese Zdltypen wurden Typ | und Typ Il genannt. Typ I-Zélen (z.B. SKW6.4, H9) zeichnen
sich durch ene effiziente DISC-Bildung aus. Dadurch werden grof3e Mengen Caspase-8 am
DISC aktiviert, so dal3 eine direkte Caspasenkaskade eingdetet wird. Gleichzeitig werden
durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid die Mitochondrien aktiviert (Li et al., 1998;

Luo et al., 1998; Gross et a., 1999b), was zum Zusammenbruch von AY¥,, und zur Aus-

schittung apoptogenischer Faktoren, wie z. B. Cytochrom c, fuhrt (Liu et al., 1996; Kroemer
et a., 1997). Die Typ I-Zdlen sind wegen der direkten Caspasenkaskade unabhangig von den
mitochondriellen Apoptosemolekilen, weshalb anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder
Apoptose in Typ I-Zelen nicht blockieren kénnen. In Typ Il-Zdlen (z.B. CEM, Jurkat)
dagegen ist die DISC-Bildung stark vermindert, was eine direkte Caspasenkaskade verhindert.
Somit steht lediglich der evolutiondr konservierte mitochondrielle Apoptosesignaweg zur
Verfigung. Typ llI-Zdlen sind aso von den apoptogenen Faktoren des Mitochondriums
abhangig. Deshab [&% sich Apoptose in diesen Zellen durch verstérkte Expression von anti-
apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern inhibieren (siehe Abb. 32).
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Das Zwei-Signalwege-Modell der CD95-Signaltransduktion konnte durch die Verwen-
dung des CD95 Liganden (CD95L) verifiziert werden. Auf der Ebene der DISC-Bildung zeigten
sich nach Stimulation mit CD95L die Unterschiede, die von den Untersuchungen mit dem
agonistischen Antikorper anti-APO-1 her bekannt waren. Typ I-Zellen bilden effizient einen
DISC. In Typ Il-Z€len dagegen ist die DISC-Bildung so gering, dal3 sie sich mittels Western
Blot nicht - oder nur sehr schwer - nachweisen |&3t. Generell, d. h. in Typ I- und Typ 11-Zé€llen,
ist die DISC-Bildung nach CD95L- effizienter als nach anti-APO-1-Stimulation (Daten nicht
gezeigt). Diesliegt vermutlich an der stérkeren Kreuzvernetzung des CD95L durch die Leuzin-
Reif3verschlul-Doméne. Der agonistische Antikdrper anti-APO-1 kann lediglich schwach mit-
einander Uber den konstanten Tell der schweren Kette wechselwirken. So wurde auch eine
unterschiedliche Abhangigkeit von Typ I- und Typ Il-Zdllen von der Kreuzvernetzung des
agonistischen Antikorpers gefunden.

Auch die Inhibierbarkeit von CD95-vermittelter Apoptose durch anti-apoptotische Bcl-2-
Familienmitglieder war mit CD95L reproduzierbar. In den Typ I-Zdelen SKW6 haite die
Expression von Bcl-2 keinen Effekt auf CD95-vermittelte Apoptose. Dies ist damit konsistent,
dald Typ I-Zellen von den Mitochondrien unabhéngig sind, da sie unterhalb des DISC eine
direkte Caspasenkaskade initiieren. In den Typ I1-Zellen dagegen war eine deutliche Protektion
gegentiber CD95L -induzierter Apoptose durch Expression von Bcl-2 bzw. Bcl-x, festzustellen.
CEM-Bcl-x, -Z€llen waren gegen jede eingesetzte Konzentration von CD95L resistent. Dagegen
waren Jurkat-Bcl-2 zwar gegen geringe, nicht mehr aber hdhere Konzentrationen von CD95L
geschutzt. Da Bcl-2 und Bcl-x, grundsétzlich die gleiche anti-apoptotische Kapazitét besitzen
(Huang et a., 1997), liegt der Grund fir die unterschiedliche Protektion eher in der unter-
schiedlichen Expression von Bcl-2 bzw. Bcl-x, in Jurkat bzw. CEM begriindet.

Auch die Stérke der Kreuzvernetzung von CD95 kann einen Einflul3 auf die Inhibition
CD95-vermittelter Apoptose durch Bcl-2 haben. Soist der [6dliche CD95L trotz seiner trimeren
Struktur bei der Induktion von Apoptose in Jurkat-Zellen weniger aktiv als der membran-
gebundene CD95L (Sudaet a., 1997; Schneider et al., 1998). Darliber hinausist Bcl-2 nicht in
der Lage, Apoptose zu inhibieren, die durch hohe Konzentrationen des membrangebundenen
Liganden induziert wird (Huang et a., 1999). Hohe Konzentrationen von CD95L kdnnen dem-
nach die Unterschiede zwischen Typ I- und Typ Il-Zdlen verwischen. Da die bisherigen
Erkenntnisse fast ausschliefdich auf in vitro Experimenten beruhen, ist unklar, in welchen
Konzentrationen CD95L in vivo vorliegt. Aul3erdem ist bisher nicht geklart, welche Form des
CD95L in vivo gebildet wird und aktiv ist.

Die Bestétigung des Zwei-Signawege-Modells bei Verwendung von CD95L als
Apoptosestimulus zeigt, dal? es sich bei dem Moddl um kein Antikorper-Artefakt handelt, wie
postuliert wurde (Huang et al., 1999). Dal3 dieses Modell auch in vivo Bedeutung hat, zeigen
diverse Knock-out- und transgene Mause. So sind Thymocyten aus Caspase-9- bzw. Apaf-1-
defizienten Mausen, und aus Mausen, die ein T-Zell-spezifisches Bcl-2-Transgen tragen, immer
noch sensitiv gegentiber CD95-vermittelter Apoptose (Hakem et al., 1998; Kuida et al., 1998;
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Cecconi et al., 1998; Yoshida et al., 1998; Strasser et al., 1995). Damit scheinen Thymocyten
Typ |-Zdlen zu sein. Dagegen sind Hepatocyten aus Bcl-2-transgenen und Bid-defizienten
Mausen resistent gegentiber CD95-vermittelter Apoptose (Rodriguez et al., 1996; Lacronique et
al., 1996; Yin et a., 1999). Dartiber hinaus zeigen Fibroblasten aus Apaf-1-defizienten Méusen
einen CD95-Sensitivitatsdefekt (Cecconi et al., 1998). Hepatocyten und Fibroblasten sind daher
as Typ llI-Zellen anzusehen. Die Bedeutung des Zwei-Signawege-Modells fur periphere T-
Zellen wird weiter unten diskutiert.

MAPK inhibiert CD95-vermittelte Apoptose in Typ II-Zellen durch Inhibition
der Bid-Spaltung

Es sollte untersucht werden, ob neben der DISC-Bildung und der Bcl-2-Inhibierbarkeit
CD95-vermittelter Apoptose noch andere Unterschiede zwischen Typ I- und Typ Il-Zdlen
existieren. Fir eine Rethe von Signamolekilen, wie z. B. Proteinkinase C (PKC) und
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), wurde berichtet, dal3 se CD95-vermittelte Apoptose
inhibieren kénnen (Copeland et al., 1994; Clement et a., 1996; Rudert et al., 1997; Cuvillier &
al., 1998; Holmstrom et al., 1998; Holmstrom et a., 1999). PKC kann tber Raf-1 die MAPK-
Kaskade aktivieren (Toker, 1998). Interessanterweise wurden die meisten Studien in Jurkat-
Zdlen unter Verwendung des Phorbolesters PMA durchgefihrt. Dies wirft die Frage auf, ob
PMA generdl in dlen Zeltypen anti-apoptotisch wirkt, und welche Kinase fir den Effekt
verantwortlich ist.

Um zu testen, ob PMA in dlen Zdlen inhibitorisch wirkt, wurde ein moglicher Effekt
auf die vier Moddllzdlinien des Zwei-Signalwege-Modells untersucht. PMA inhibierte CD95-
vermittelte Apoptose nur in Typ I1-Zellen. Da dieser inhibitorische Effekt oberhab der Mito-
chondrien lokalisiert werden konnte, mufde die Aktivitét bzw. Bildung des DISC oder die
Spaltung von Bid betroffen sein. Der DISC und Bid sind die einzig bekannten Komponenten
zwischen CD95 und den Mitochondrien. Eine Analyse des DISC ergab, dal3 PMA keinen Ein-
fluld auf Bildung oder Aktivitdt des DISC hat. Dagegen konnte der inhibitorische Effekt von
PMA auf der Ebene von Bid festgestellt werden. Darlber hinaus wird die Spaltung von Bid
nicht direkt durch PKC verhindert, sondern Uber eine MAPK, da sich der Effekt von PMA
durch Inhibition von MEK 1 wieder riickgangig machen 183t. Offen bleibt, ob Bid direkt phos-
phoryliert wird, oder ob die Kinase einen Inhibitor der Bid-Spaltung aktiviert. Es wére vorstell-
bar, dal3 der Inhibitor nach Phosphorylierung an Bid binden kann und dadurch die Spaltungs-
selle fur Caspase-8 maskiert. Ein &hnlicher Mechanismus ist fir das Bid-Homologe Bad
beschrieben worden. Neben der Inhibition der Spaltung von Bid kann MAPK auch Bad phos-
phorylieren (Scheid et al., 1998; Scheid et al., 1999; Holmstrém et al., 2000). Dies fuhrt zu
einer Inaktivierung von Bad durch Bindung an 14-3-3 Proteine. Geht die Phosphorylierung
verloren, trandoziert Bad zum Mitochondrium und l6st Apoptose aus. Die Phosphorylierung
von Bad wird durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. Interleukin-3, gefordert (Datta et al., 1997,
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del Peso et al., 1997). Damit scheint Bad eine wichtige Rolle bel der Induktion von Apoptose
nach Entzug von Wachtumsfaktoren zu spielen. MAPK, die fir Vermittlung von Proliferation
bekannt ist (Seger et a., 1995), scheint aso nicht nur CD95-vermittelte Apoptose zu inhibieren,
sondern generell anti-apoptotisch zu wirken.

Alternativ konnte aktive Caspase-8 durch Phosphorylierung inhibiert werden, wie fir
Caspase-9 beschrieben wurde (Cardone et al., 1998). Jedoch konnten bisher keine Hinweise
auf eine Phosphorylierung von Caspase-8 gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Da der inhi-
bitorische Effekt von PMA bereits nach einer halben Stunde Vorinkubation zu beobachten ist,
scheint der Effekt jedenfalls transkriptionsunabhdngig zu sein. Auch bleibt unklar, welche
Kinase genau fur die Inhibition der Bid-Spaltung verantwortlich ist. Denn durch den MEK1-
Inhibitor werden auch ale Kinasen inhibiert, die in der MAPK-Kaskade unterhalb von MEK1
lokalisiert sind.
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Weitere Unterschiede zwischen Typ |- und Typ I1-Zellen

Neben der oben diskutierten inhibitorischen Wirkung von PMA sind in der Literatur
noch weitere Molekile beschrieben worden, die CD95-vermittelte Apoptose modulieren
konnen. So inhibiert die Aktivierung von Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-K) bzw. Protein-
kinase B (PKB) CD95-vermittelte Apoptose in Typ I1-Zellen (Hauder et a., 1998; Fujita et al.,
1998). Bisher konnten allerdings keine Molekiile aus den CD95-Signalwegen identifiziert
werden, die durch PI3-K oder PKB reguliert werden. Esist nicht bekannt, ob pro-apoptotische
Molekule wie Caspase-8 oder Bid inaktiviert, oder anti-apoptotische wie Bcl-2 oder Bel-x, hoch
reguliert werden. Auch Stickstoffmonoxid (NO), das als sekunddres Signalmolekil (engl.:
second messenger) dient, kann in Typ ll1-Zellen anti-apoptotisch wirken (Kim et al., 1997;
Dimmeler et al., 1998). Da gezeigt wurde, da?® NO auf die mitochondrielle Atmungskette
inhibitorisch wirkt (Cleeter et d., 1994; Clementi et al., 1998), darf vermutet werden, dal3 NO
vornehmlich in Typ I1-Zellen Apoptose moduliert.

Auler inhibitorischen Stimuli sind auch Agentien beschrieben worden, die CD95-ver-
mittelte Apoptose verstérken oder selbst Apoptose auslsen kdnnen. So wurde beschrieben, dal3
Ceramid, das aus Sphingomyelin entsteht und al's second messenger wirken kann, in die CD95-
Signaltransduktion involviert ist (Cifone et al., 1994). Neuere Untersuchungen jedoch zeigen,
dal3 Ceramid in geringen Konzentrationen zur Hochregulation von CD95L beitrégt (Herr et al .,
1997). Ceramid kann also oberhalb von CD95 wirken. Dagegen |6st es in hohen Konzentra-
tionen direkt Apoptose durch Wirkung auf die Mitochondrien aus (Tepper et a., 1997,
Thornberry et al., 1998; Furukawa et al., 1996). Die meisten dieser Studien wurden in Zellen
durchgefihrt, die as Typ Il klassifiziert werden konnen. In der Tat zeigte ein Vergleich der
Wirkung von Ceramid auf die auch hier verwendeten vier Moddlzellinien des Zwei-Signal-
wege-Modélls, dal3 Ceramid nur in Typ II-Zellen Apoptose auslésen kann (Scaffidi et al.,
1999Db). Ceramid wirkt also offensichtlich auf eine Komponente im mitochondriellen Apoptose-
Signalweg, die nur in Typ II-Zellen exprimiert ist. Auch die Untersuchung der Rolle von Ent-
kopplern der oxidativen Phosphorylierung ergab eine Verstdrkung der CD95-induzierten
Apoptose nur in bestimmten Zellinien, die sich dem Typ Il zuordnen lassen (Linsinger et al.,
1999). Diesist ein weiterer Hinweis darauf, dal3 sich Typ I- und Typ I1-Zellen in Komponenten
des mitochondriellen Apoptose-Signalwegs unterscheiden.

Cycloheximid sensitiviert resistente Typ |l-Zellen fur Apoptose

CD95 bendtigt keine de novo Proteinbiosynthese, um Apoptose auszuldsen. Im Gegen-
satz dazu sind Signalwege, die der Zedlle positive Signale vermitteln, haufig von der Protein-
biosynthese abhangig. So lassen sich viele Zellen durch Gabe von Cycloheximid (CHX), eéinem
Inhibitor der Proteinbiosynthese, gegentiber TNF-induzierter Apoptose sensitivieren (Holtmann
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et al., 1988). Dies trifft auch fir CD95-vermittelte Apoptose in Boe®- (Scaffidi et al., 1999b)
und priméaren Kurzzeit-aktivierten T-Zellen zu (diese Arbeit) (Klaset a., 1993). Der Effekt von
CHX konnte dabei unterhalb des DISC, jedoch oberhalb der Mitochondrien lokaisiert werden.
CHX wirkt aso im mitochondriellen Tell des CD95-Signalweges und wirkt vermutlich deshab
nur in Typ I1-Zellen. DaBoe® und Kurzzeit-aktivierte T-Zellen eine verminderte DISC-Bildung
aufweisen, konnen sie als Typ |1-Zellen angesehen werden. CHX sensitiviert offensichtlich fr
CD95-vermittelte Apoptose dadurch, dal3 die Synthese eines anti-apoptotisch wirkenden Faktors
mit kurzer Halbwertszeit verhindert wird. Von den untersuchten anti-apoptotischen Molekilen
war nur die Expression von c-FLIPg durch CHX beeintrachtigt. Allerdings spricht zweierlei
gegen eine wesentliche Rolle von c-FLIP bel der Vermittlung von Resistenz gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose. Erstens korreliert der Verlust der Proteinexpression nicht mit dem Verlust

von Ay, und zweitens verandert sich der DISC nicht (diese Arbeit) (Scaffidi et al., 1999b).

Somit bleibt die Natur des CHX-sensitiven anti-apoptotischen Faktors leider ungeklart.
Abbildung 32 faldt die bisher diskutierten Daten zusammen.

Der Mechanismus von c-FLIP,

Die Existenz der viraden FLIPs fuhrte zu der Vorhersage, dal? auch beim Menschen en
solcher Inhibitor existieren kdnnte. So wurde die Identifizierung von c-FLIP von acht Gruppen
beschrieben (Irmler et al., 1997b; Goltsev et al., 1997; Shu e al., 1997; Inohara et al., 1997,
Srinivasulaet a., 1997; Hu et a., 1997b; Han et al., 1997; Rasper et a., 1998). Dies fuhrte zu
so unterschiedlichen Namen wie CASH, Casper, CLARP, FLAME, I-FLICE, MRIT oder
Usurpin fur ein und dasselbe Protein. Jedoch war nicht nur die Namensgebung unterschiedlich,
sondern auch die Funktion, die diessm Molekil zugesprochen wurde. So fanden einige
Gruppen eine Apoptose verstérkende oder aud 6sende Funktion (Shu et al., 1997; Goltsev &
a., 1997; Inohara e al., 1997; Han et al., 1997), wéahrend andere eine anti-apoptotische
Wirkung beschrieben (Goltsev et a., 1997; Irmler et a., 1997b; Srinivasula et al., 1997; Hu et
al., 1997b; Rasper et al., 1998). Ebenso wurde der Grund fir diese Eigenschaft des Proteins
unterschiedlich diskutiert. So fanden einige Gruppen sowohl eine Interaktion von c-FLIP mit
FADD as auch mit Caspase-8 (Shu et al., 1997; Goltsev et al., 1997; Irmler et al., 1997b;
Srinivasula et a., 1997; Han et al., 1997), wahrend andere nur eine Interaktion zwischen
c-FLIP und Caspase-8 finden konnten (Inohara et al., 1997; Hu et al., 1997b; Rasper et al .,
1998). Die meisten dieser Resultate wurden in vitro oder mittels transienter Uberexpression
erzielt.

Erst die Generierung monoklonaler Antikorper gegen c-FLIP lielfen eine genauere
Untersuchung der Funktion von c-FLIP in vivo zu. So konnte nicht nur gezeigt werden dal3
c-FLIP, eine anti-apoptotische Wirkung besitzt, sondern auch der Mechanismus von c-FLIP,
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geklart werden. c-FLIP, besitzt eine hohe Affinitét fur die Bindung an den DISC. Obwohl
dieses Molekul nur in geringen Mengen endogen zu finden war, konnte es am DISC relativ
einfach nachgewiesen werden. So scheint nahezu die gesamte Menge an c-FLIP, in einer Zdle
an den DISC zu binden. Dadurch kann auch die schnelle Spaltung des Molekiils, die schon
wenige Minuten nach CD95 Stimulation vollsténdig ist, erklart werden. Ebenso konnte nach
Erhéhung der c-FLI1P, Expression durch Transfektion eine vermehrte Bindung dieses Molekiils
an den DISC festgestellt werden. Dies bedeutet, dald der DISC eine hohe Bindekapazitét fur
c-FLIP, besitzt. Im Falle von Caspase-8 ist das anders. Obwohl dieses Molekil in grof3eren
Mengen in der Zelle vorkommt, bindet immer nur ein kleiner Tell von Caspase-8 an den DISC.
Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, daf3 c-FLIP, ene deutlich hohere
Affinitét fir die Bindung an den DISC aufweist als Caspase-8. Dies steht im Einklang mit der
Funktionsweise dieses Proteins, den DISC fur die weitere Rekrutierung von Caspase-8 zu
blockieren. Das weist aber auch darauf hin, dal3 auch die endogenen Mengen an c-FLIP,
inhibitorisch wirken missen. Der Grund, warum Zellen mit geringen endogenen c-FLIP-
Mengen sensitiv gegentiber CD95 vermittelter Apoptose sind, kénnte dadurch erklért werden,
dal?3 nur ein kleiner Teill der Rezeptorkomplexe durch geringe Mengen an c-FLIP, gehemmt
werden kann. Daher tritt erst bei einer Erhdhung der c-FLIP -Expression eine merkliche
Inhibition CD95-vermittelter Apoptose auf, da nun immer mehr Rezeptorkomplexe inhibiert
werden.

Der Wirkmechanismus von c-FLIP, kann wie folgt zusammengefaldt werden (Abb. 33):
Nach Stimulation von CD95 bhinden c-FLIP, und Caspase-8 tiber FADD an den DISC. Diese
Bindung induziert die autoproteolytische Aktivierung von Caspase-8. Durch die Aktivitdt von
Caspase-8 wird auch c-FLIP, prozessiert. Die Spaltprodukte von c-FLIP, und Caspase-8
besitzen eine hohe Affinitét fir die Bindung an den DISC. Sie verbleiben an DISC bzw.
dissoziieren nur sehr langsam ab und konnen daher nicht mehr von ungespaltener Caspase-8
verdrangt werden, was diesen Komplex fur die weitere Aktivierung von Caspase-8 blockiert.
Auf diese Weise wird das CD95-Signal auf der Ebene der Caspase-8-Aktivierung unterbrochen.

Dal3 einige Gruppen eine Apoptose ausl 6sende Wirkung von c-FLIP, beobachtet haben,
kann dadurch erklart werden, daf? in diesen Versuchen c-FLIP, transient Uberexprimiert war.
Hierbei werden sehr grof3e Mengen an c-FLIP, exprimiert, die weit Uber den Mengen in stabil
trandfizierten Zellen liegen (Krammer, 1999). Es konnte gezeigt werden, dal3 eine solche
Uberexpression von DED enthaltenden Proteinen zu einer unphysiologischen Aggregation und
somit zur Apoptose fuhren kann (Siegel et al., 1998). Bisher ist noch keine stabil transfizierte
Zédllinie beschrieben worden, bei der c-FLIP, zu einer Verstarkung CD95 vermittelter Apoptose
gefuhrt hat. Auch die unterschiedlich beschriebenen Interaktionen von c-FLIP, (siehe oben)
konnen durch die transiente Uberexpression erklart werden. So konnte in stabilen Trans-
fektanten gezeigt werden, dal3 c-FLIP, erst nach Stimulation von CD95 mit FADD und
Caspase-8 interagiert. Diese Interaktion findet am DISC statt (Scaffidi et al., 1999a).
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Mit Hilfe monoklonaler Antikorper konnte gezeigt werden, dal3 zwei Formen von
c-FLIP existieren, wobei die Funktion der langen Form bereits beschrieben wurde. Die kurze
Form (c-FLIPy) wird in noch geringeren Mengen exprimiert, und enthét nur die beiden N-
terminalen DEDs. Sie ist aso den v-FLIPs dhnlich und wird ebenfalls in den DISC rekrutiert.
Wie c-FLIPg wirkt und ob die beiden c-FLIP-Formen unterschiedliche Funktionen haben, ist
bislang noch unklar, obwohl auch c-FLIP; al's anti-apoptotisch beschrieben wurde (Irmler et &l .,
1997b). Aus der strukturellen Homologie zwischen c-FLIP und v-FLIP kann man schlief3en,
dal3 beide auf ahnliche Weise Apoptose inhibieren. Allerdings stellt sich dann die Frage, warum
zusétzlich c-FLIP, existiert. Dies konnte dadurch erklért werden, dal? die Caspasen-ghnliche
Domane in c-FLIP,_ eine zusitzliche Funktion besitzt, oder daf? die beiden c-FLIP-Formen
unterschiedliche, zusétzliche Molekile in den DISC rekrutieren.

Aus den hier diskutierten Daten wird deutlich, dal3 nur eine erhthte Expression von
c-FLIP, CD95 vermittelte Apoptose inhibieren kann. Bisher wurde eine solche Erhéhung des
Expressionsniveaus alerdings lediglich durch Transfektion erreicht. Somit stellt sich die Frage,
unter welchen physiologischen Bedingungen eine erhdhte c-FLIP -Expression in vivo fir
Apoptoseresistenz sorgt, d. h. welche physiologischen Stimuli zu einer verstarkten c-FLIP-
Expression fuhren. Bisher konnten lediglich Korrelationen zwischen c-FLIP-Expression und
Resistenz gegeniiber Apoptose gezeigt werden. So wurde die Expression von c-FLIP, in ver-
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des c-FLIP, Wirkmechanismus. Nach Stimulation von
CD95 werden sowohl Procaspase-8 als auch c-FLIP, in den DISC rekrutiert. Dort kommt es zu einer initialen
Spaltung von Procaspase-8 und c-FLIP, an der p10-Untereinheit. Der Komplex aus p43/41-Caspase-8 und p43-
c-FLIP_ verl&it jedoch den DISC nicht oder nur sehr langsam, so dal3 keine weitere Procaspase-8 in den DISC
rekrutiert werden kann. Somit ist die Aktivierung von Caspase-8 am DISC blockiert.
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schiedenen Mdanomzellinien gezeigt (Irmler et a., 1997b; Griffith et al., 1998). Dies wurde
mit der erhdhten Apoptoseresistenz dieser Krebsart in Zusammenhang gebracht. Allerdings
zeigte eine weitere Studie, die eine grolRere Anzahl von Zdlinien analysierte, keine direkte
Korrelation (Zhang et al., 1999). Dennoch kann vermutet werden, dafld c-FLIP aufgrund der
geringen Expression eher die Induktion von Apoptose durch solche Todesrezeptorren inhibiert,
die ein geringeres Expressionsniveau as CD95 aufweisen, wie z. B. TNF-RI oder die TRAIL-
Rezeptoren.

Warum ist die DISC-Bildung in Typ Il-Zellen reduziert?

Typ I- und Typ lI-Zdlen zeichnen sich durch eine unterschiedliche Effizienz in der
DISC-Bildung aus (diese Arbeit) (Scaffidi et al., 1998). Da dle bekannten Komponenten des
DISC in den vier Moddllzdlinien des Zwei-Signawege-Modells vergleichbar stark exprimiert
sind, (diese Arbeit) (Scaffidi et a., 1998) stellt sich die Frage, was die DISC-Bildung in Typ I1-
Zelen vermindert bzw. in Typ I-Zellen begiinstigt.

Eine mogliche Erklarung konnte sein, dal3 Typ 11-Zellen einen aternativen DISC bilden,
d. h. andere Molekile an CD95 rekrutiert werden. So wurde mit DAXX ein Molekil kloniert,
das an die DD von CD95 FADD-unabhéngig binden kann und Jun-Kinasen aktiviert (Yang &
a., 1997b). Andere Untersuchungen haben dagegen gezeigt, dal3 die CD95-vermittelte
Aktivierung von Jun-Kinasen durch Caspase-Inhibitoren blockiert werden kann, diese aso
unterhalb von FADD und Caspase-8 dattfindet (Cahill et al., 1996). Aullerdem sind FADD-
und Caspase-8-defiziente Zellen kompl ett resistent gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose, was
darauf hindeutet, dal3 FADD und Caspase-8 essentidll fur die Apoptose-Induktion sind (Yeh &
al., 1998b; Zhang et al., 1998; Varfolomeev et al., 1998b; Juo et al., 1998; Juo et al., 1999).
Dartber hinaus konnte DAXX nicht im DISC von Typ |- oder Typ Il-Zellen nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Mit diesem Befund konsistent sind Berichte, dal3 DAXX fast aus-
schliefdlichim Kern lokalisiert ist (Plutaet a., 1998; Michaelson et a., 1999; Torii et al., 1999).
Demnach kann DAXX as Komponente eines alternativen Typ 11-DI SC ausgeschlossen werden.

Ein anderes Molekdll, das auch mit unstimuliertem CD95 in Typ 11-Zellen interagiert und
deshalb fir eine verminderte DISC-Bildung verantwortlich sein konnte, ist aufgrund des Mole-
kulargewichts p120 genannt worden (Scaffidi et al., 1998). Dieses Molekl interagiert jedoch
nicht spezifisch mit CD95, sondern mit einer Bindungsstelle, die entsteht, wenn ein Antikorper
an Protein A gebunden ist. Daesnur in Typ I1-Zellen exprimiert wird, kann es trotz der fehlen-
den Spezifitéat fur CD95 as Marker fur Typ I1-Zelen gelten (Daten nicht gezeigt). Das Protein
scheint nur in geringen Mengen exprimiert zu sein, so dal3 es bisher nicht aufgereinigt werden
konnte.

Weitere Molekile, die mit CD95 interagieren, konnten bisher nicht identifiziert werden.
Allerdings kann die Existenz einer weiteren DISC-Komponente nicht ausgeschlossen werden.
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Dies konnte auch ein Mol ekl sein, dal3 préferentiell nur in Typ I-Zellen exprimiert wird und fir
die effiziente Bildung des DISC wichtig ist.

Dal3 Typ lI-Zellen einen funktionellen DISC bilden, der Caspase-8 aktivieren kann,
obwohl dieser bisher nicht im Western Blot oder per 2D-IEF-SDS-PAGE *S-markierter Zellen
nachgewiesen werden konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit das erste Ma gezeigt. Dies
geschah indirekt mit Hilfe des in vitro-Caspase-8-Spaltungstest und direkt durch Verwendung
des CD95L als Stimulus.

Eine andere Erklarung fur die Unterschiede in der DISC-Bildung in Typ I- und Typ I1-
Zdlen sein kénnte eine posttrandationale Modifikation einer der DISC-K omponenten. Daflr
spricht, dal3 CD95in Typ I1-Zellen im Western Blot nicht - oder nur sehr schwach - detektiert
werden kann, obwohl der Rezeptor auf der Oberflache der Typ 1l-Zellen in vergleichbarem
Mal3e wie auf den Typ I-Zellen exprimiert wird. Dieses Phanomen kénnte durch die Expression
einer Splicevariante, die nicht den zytoplasmatischen Teil von CD95 enthélt, erklart werden. Ein
solcher, verkirzter Rezeptor kdnnte bei der DISC-Bildung dominant-negativ wirken, da zwar
der extrazeluléare Teil trimerisert wirde, die intrazelluldren Todesdoménen dagegen nicht, so
dal3 die Anlagerung von FADD inhibiert wére. Eine solche Splicevariante konnte jedoch durch
eine intrazelluldre FACS-Analyse ausgeschlossen werden. Dieses Experiment schlof3 ebenfalls
aus, dal3 Typ I-Zellen mehr CD95 intrazelluldr gespeichert haben as Typ I1-Z€ellen. Ein solches
intrazelluléres Reservoir hétte die Unterschiede in der Detektion im Western Blot erkléren
konnen.

Fur eine direkte Modifikation von CD95 in Typ II-Zellen und gegen unterschiedliche
Rezeptoren in Typ |- und Typ l1-Zdlen spricht ferner, da3 CD95 in K50, einem Klon der
Burkitt-Lymphom-Zellinie BL-60, mittels Western Blot nicht detektiert werden kann, obwohl
diese den Rezeptor exprimieren. Burkitt-Lymphome kénnen as Typ Il-Zelen angesehen
werden, da diese durch Expression von Bcl-2 resistent gegentiber Apoptose werden (Liu et al.,
1991; Knox et al., 1992; Ning et a., 1995). K50 wurde mit einer CD95 cDNA stabil trans-
fiziert, die aus der Typ I-Zelle SKW6.4 kloniert wurde (Oehm et al., 1992). Gébe es unter-
schiedliche Gene oder Spliceformen von CD95 in Typ |- und Typ Il-Zellen, so wirde man
erwarten, dal3 transfiziertes Typ 1-CD95 in Typ |1-Zellen detektierbar ist. Dies ist aber nicht der
Fall. Somit ist die wahrscheinlichste Erklarung fur die fehlende Detektierbarkeit von CD95 in
Typ llI-Zellen im Western Blot, dal3 das Epitop durch eine posttrandationale Modifikation
maskiert ist.

Eine beschriebene Modifikation von CD95, die auch Apoptose-Sensitivitdt modulieren
kann, ist die Glykosylierung (Peter et al., 1995; Keppler et al., 1999). Da CD95 in den beiden
Typ lI-Zdlinien CEM und Jurkat geringer glykosyliert ist s in den Typ I-Zellen SKW6.4 und
H9, wurde zunéchst die Rolle der Glykosylierung bel der DISC-Bildung Uberprift. Es konnte
gezeigt werden, dal3 die Glykosylierung von CD95 keinen entscheidenden EinfluR auf die
DISC-Bildung hat. Auch die starke Glykosylierung von CD95 in Boe®™ (Daten nicht gezeigt),
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dieasTyp lI-Z€ellen identifiziert wurden (Scaffidi et al., 1999b), spricht gegen die Glykosylie-
rung als Determinante fur die Fahigkeit einer Zelle, einen DISC zu bilden oder nicht. Eine
weitere, haufige Modifikation von Proteinen ist die Phosphorylierung. Obwohl Phosphory-
lierung von CD95 beschrieben wurde (Kennedy et al., 1998), konnten keine Hinweise auf eine
differenzielle Phosphorylierung von CD95 in Typ I- und Typ I1-Zellen gefunden werden (Daten
nicht gezeigt).

Somit stellt sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung einer posttrand ationalen
Modifikation von CD95. Die Detektierbarkeit von CD95 im Western Blot korreliert mit der
Fahigkeit von CD95, hochmolekulare Aggregate und einen DISC zu bilden. Darliber hinaus
korrelieren diese Phanomene mit der Kreuzvernetzung von CD95, die notwendig ist fur die
Induktion von Apoptose ist. Die Modifikation von CD95 scheint also einen direkten Einfluf? auf
die Initiierung des Todessignals zu haben. Damit kann diese Modifikation einen potentiellen
Einfluld aus die Sengtivitét von Zellen gegentiber CD95-vermittelter Apoptose haben. Dal? diese
Modifikation physiologisch relevant ist, zeigt sich darin, dal3 sie auch in priméren T-Zedllen zu
finden ist. Obwohl CD95 in Kurzzeit-aktivierten T-Zellen stark exprimiert wird, ist der Rezeptor
- im Gegensatz zu den Langzeit-aktivierten T-Zellen - nicht im Western Blot zu detektieren. Dies
korreliert wiederum mit der Fahigkeit, CD95-Aggregate und einen DISC zu bilden. Somit
scheint die Modifikation von CD95 auch an der Regulation von Sengitivitét gegentiber CD95-
vermittelter Apoptose im Rahmen einer Immunantwort beteiligt zu sein.

Die zwei Signalwege von CD95 in der Immunantwort

Dal} das Zwei-Signalwege-Modell der CD95-Signaltransduktion auch eine physio-
logische Rolle hat, wird von Studien an Knock-out- und transgenen Mausen unterstiitzt (siehe
S. 89f.). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 das Modell auch im Rahmen einer T-Z€ll-
Immunantwort von Bedeutung ist.

Wird ein présentiertes Antigen von T-Zellen erkannt, proliferieren die T-Zellen und
fuhren ihre Effektorfunktionen aus. In dieser Phase sind die T-Zellen resistent gegentiber der
Induktion von Apoptose. Nachdem das Antigen diminiert worden ist, sterben T-Zelen durch
einen Prozef3, der Aktivierungs-induzierter Zelltod genannt wird (engl.: "activation-induced cell
death”, AICD). Der AICD schaltet die Immunantwort wieder ab (Alderson et al., 1995; Brunner
et al., 1995; Golstein, 1997; Ju et a., 1995). Nur in dieser Phase der Immunantwort sind T-
Zdlen sensitiv gegentber CD95-vermittelter Apoptose. Einige wenige T-Zellen Uberleben die
Deletionsphase und bilden sogenannte Gedéachtniszellen, die bei einer erneuten Immunantwort
gegen dasselbe Antigen schneller reagieren konnen. Diese Gedéchtniszellen sind wieder
resistent gegentiber Apoptose (siehe auch Einleitung, Abb. 6).
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Der AICD hat damit eine wesentliche Rolle in der Homéostase des Immunsystems. Wird
diese Homoostase dadurch gestért, dal3 der AICD vermindert ist, kann es zu Autoimmuner-
krankungen kommen. So fuhrt eine verstarkte Expression von c-FLIP, durch retroviralen Gen-
transfer in T- und B-Zellen zu Autoimmunitét (Van Parijs et a., 1999b). Die physiologische
Rollevon c-FLIP, im Verlauf einer Immunantwort ist dagegen noch unklar. So wurde berichtet,
dal3 bei frisch aktivierten T-Zellen die Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose mit
einer erhohten Expression von c-FLIP, korreliert (Irmler et a., 1997b; Refaeli et a., 1998; Yeh
et al., 19984). Jedoch konnte mit monoklonalen Antikdrpern gegen c-FLIP in priméren T-Zellen
keine Modulation der c-FLIP -Expression wahrend der beobachteten Aktivierungszustande
gefunden werden. Dartiber hinaus konnte in Kurzzeit-aktivierten T-Zellen keine Spaltung von c-
FLIP, zum p43-Intermediat nach Stimulation von CD95 detektiert werden. Da diese Spaltung
as Tell des Inhibitionsmechanismusses identifiziert wurde, kann c-FLIP, keine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung von Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose in Kurzzeit-
aktivierten T-Zellen spielen. Eine mdgliche Erklarung fur diesen Widerspruch konnten Spezies-
unterschiede zwischen Mensch und Maus sein, da einige Studien in der Maus durchgefhrt
wurden (Refaeli et al., 1998; Van Parijs et al., 1999b). Eine andere Erklarung ist, dal} eine
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Abbildung 34: Modell der CD95-Sensitivitdt von T-Zellen wahrend einer Immunantwort.
links: d1 T-Zellen verhalten sich wie Typ I1-Zellen, sie bilden kaum einen DISC. Deshalb sind sie abhéngig vom
mitochondriellen Signalweg. Die Mitochondrien sind jedoch durch Expression von Bcl-x, gegeniiber apopto-
tischen Verénderungen wie z.B. Cytochrom c-Ausschittung und Verlust von AW, geschiitzt. rechts: d6 T-Zellen
sind Typ I-Zellen, sie bilden den DISC sehr effizient. Dadurch werden grof3e Mengen an Caspase-8 am DISC
aktiviert, so dal eine direkte Caspasenkaskade initiiert wird. Zusétzlich wird Bcl-x, nicht mehr exprimiert.
Deshalb unterliegen auch die Mitochondrien den Verénderungen wahrend der Apoptose.
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Studie lediglich die Regulation von c-FLIP auf RNA-Ebene untersucht hat (Yeh et al., 1998a).
Die Expression beider c-FLIP-Formen in T-Zellen scheint aber eher auf trandationaer as auf
trankriptioneller Ebene reguliert zu sein, wie Blockierungexperimente mit Cycloheximid (CHX)
und Actinomycin D (ActD) zeigten.

Im Gegensatz zu c-FLIP, wird die Expression von c-FLIPg kurz nach Aktivierung der
T-Zelle hochreguliert. Die Sensitivierungsexperimente mit CHX zeigten jedoch keine eindeutige
Korrelation zwischen c-FLIP-Expresson und Resistenz gegeniber CD95-vermittelter
Apoptose. Vielmehr geht die Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen mit einer stark reduzierten
DISC-Bildung einher. Kurzzeit-aktivierte T-Zellen sind also Typ Il-Zellen, die vom mito-
chondriellen Signalweg von CD95 abhangig sind. Dies hat direkte Konsequenzen fir die T-
Zéelle, da sich - wie oben diskutiert - der Typ II-Signalweg auf mehreren Ebenen regulieren,
d.h. inhibieren [&%. So sind Kurzzeit-aktivierte T-Zellen durch die Expression von Bcl-x, vor

apoptotischen Veranderungen der Mitochondrien - wie Abnahme von AY,, und Ausschiittung

von Cytochrom c - geschiitzt.

Somit &% sich die Resstenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen durch eine Blockade der
CD95-Signatransduktion auf zwei Ebenen erklaren, namlich der verminderten DISC-Bildung
und der erhdhten Bcl-x -Expression. Abbildung 34 stellt dies schematisch dar. In Langzeit-
aktivierten T-Zelen sind beide Blockaden aufgehoben. Diese T-Zellen hilden einen DISC,
entsprechen also Typ I-Zellen. Dadurch sind sie in der Lage, eine direkte Caspasenkaskade
unabhangig von den Mitochondrien zu initiieren. Dartiber hinaus wird aber auch Bcl-x, nicht
mehr exprimiert. Damit kann auch der mitochondrielle Signalweg von CD95 aktiviert werden.
Somit ist gewahrleistet, dald Langzeit-aktivierte T-Zellen sengitiv fir CD95-vermittelte Apoptose
sind, und die Immunantwort wieder abgeschaltet werden kann. Der Wechsdl primérer T-Zellen
zwischen Typ | und Typ Il ist also maligeblich an der Regulation der Immunantwort in der
Proliferations-/Effektor- und der Deletionsphase beteiligt. Dieser Wechsal konnte auch Einfluf3
auf die Bildung von Gedéchtniszellen haben. Es ist vorstellbar, dal3 nur T-Zellen, die wieder
einen resistenten Typ I1-Phanotyp annehmen, zu Gedéchtniszellen differenzieren kdnnen. Inter-
essanterweise wurde beschrieben, dal3 CD8'-Gedachtniszellen verstéarkt Bcl-2 exprimieren
(Grayson et a., 2000). Ob sich Gedéachtniszellen hinsichtlich der DISC-Bildung wie Kurzzeit-
aktivierte T-Zelen verhaten, muf3 in Zukunft gezeigt werden.
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V. Zusammenfassung

CD95 (APO-1/Fas) gehtrt zur Familie der Todesrezeptoren, einer Unterfamilie der
TNF-/NGF-Rezeptor-Superfamilie. Todesrezeptoren haben die Eigenschaft, nach Bindung
ihres Todedliganden Apoptose auszuldsen. Fir die Weiterleitung des apoptotischen Signals in
die Zdle ist die sogenannte Todesdomane im intrazelluléren Teil der Todesrezeptoren verant-
wortlich. Die Todesdoméne ist eine Protein-Protein-Interaktionsdoméne. Nach Stimulation von
CD95 durch den CD95-Liganden (CD95L) werden zytoplasmatische Signalmolekiile an den
oligomerisierten Rezeptor rekrutiert und es bildet sich ein Tod-induzierender Signalkomplex
(engl. ,,death inducing signaling complex”, DISC). Im DISC wird Procaspase-8 durch auto-
proteolytische Spaltung aktiviert. Dies ist der erste enzymatische Schritt in der CD95-Signal-
transduktion. Unterhalb des DISC kénnen je nach Zeltyp zwel verschiedene Signawege
beschritten werden. Wird der DISC effizient gebildet, so werden grof3e Mengen Procaspase-8
am DISC aktiviert. Dann ist Caspase-8 in der Lage, durch Spaltung der Effektorcaspase-3 eine
direkte Caspasenkaskade auszuldsen. Dieser Signaweg wird in Typ |-Zelen beschritten. In
Typ lI-Zellen dagegen ist die DISC-Bildung stark vermindert. Deshalb werden nur geringe
Mengen an Caspase-8 am DISC aktiviert. Zur Ausfihrung des Apoptoseprogramms ist daher
ein Verstérkermechanismus notwendig. Dieser Verstérker ist der evolutiondar konservierte mito-
chondrielle Apoptose-Signalweg. In diesem Signalweg wird das pro-apoptotische Bcl-2-
Familienmitglied Bid von Caspase-8 gespalten. Gespaltenes Bid trandoziet zum Mito-
chondrium und 16st dort apoptotische Veranderungen aus. Da nur Typ II-Zellen von diesem
mitochondriellen Apoptose-Signalweg abhangig sind, [&3t sich CD95-vermittelte Apoptose auch
nur in Typ l1-Zellen durch anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder inhibieren.

Dieses Zwei-Signawege-Modell der CD95-Signaltransduktion konnte unter Verwen-
dung von CD95L as Apoptosestimulus verifiziert werden. Darliber hinaus wurde gezeigt, dal3
neben der DISC-Bildung und der Bcl-2-Inhibierbarkeit CD95-vermittelter Apoptose noch
weitere Unterschiede zwischen Typ |- und Typ Il-Zellen bestehen. Aktivierung von Protein-
kinase C (PKC) und Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK) inhibiert CD95-vermittelte
Apoptose nur in Typ I1-Zellen. Dieswird durch eine MAPK -vermittelte Inhibition der Spaltung
von Bid erreicht.

Mit c-FLIP,_ wurde ein Molekil beschrieben, dessen Rolle in Rahmen CD95-vermittelter
Apoptose kontrovers diskutiert wurde. Es konnte gezeigt werden, dal3 c-FLIP, in den DISC
rekrutiert wird und dort gespalten wird. Das Spaltprodukt verbleibt mit dem Spaltungsinter-
mediat von Caspase-8 im DISC, was eine weitere Aktivierung von Caspase-8 und somit CD95-
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vermittelte Apoptose blockiert. Die Rekrutierung von c-FLIP,_ in den DISC erklart, warum
CD95-vermittelte Apoptosein Typ I- und Typ I1-Zellen inhibiert wird.

Typ l1-Zellen zeigen ene stark reduzierte Bildung des DISC, obwohl dle bekannten
Komponenten des DISC im gleichen Mal¥e exprimiert werden, wie in Typ [-Zéllen. In dieser
Arbeit konnten Hinweise gesammelt werden, die darauf hindeuten, dal3 CD95 in Typ II-Zdlen
in der Art posttrandational modifiziert ist, dal? eine effiziente DISC-Bildung verhindert wird.
Diese Modifikation korreliert mit der Beobachtung, dal3 CD95 in Typ I1-Zellen stérker kreuz-
vernetzt werden mul3, um Apoptose auszul 6sen.

T-Zdlen wechseln im Rahmen einer Immunantwort ihre Sensitivitét gegentber CD95-
vermittelter Apoptose. So sind Kurzzeit-aktivierte T-Zdllen resistent, Langzeit-aktivierte T-
Zdlen sensitiv gegentiber Stimulation von CD95. Mit Hilfe eines in vitro-Modells konnte
gezeigt werden, dal3 T-Zdllen mit dem Aktivierungsstatus auch ihren CD95-Phanotyp von Typ
Il nach Typ | wechseln. Die Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen konnte durch eine ver-
minderte DISC-Bildung zusammen mit der Expression von Bcl-x, erklart werden. Kurzzeit-
aktivierte T-Zellen sind also Typ |1-Zellen, deren mitochondrieller Signalweg durch Bcl-x, in-
hibiert ist. Damit konnte eine physiologische Relevanz fur das Zwei-Signalwege-Modell aufge-
zeigt werden.
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